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Il cancro e le malattie cardiovascolari rappresentano le prime cause di morte nei paesi sviluppati; se 
queste ultime possono beneficiare di terapie chirurgiche e farmacologiche sempre più efficaci, i tumori, 
soprattutto alcuni tipi, continuano a essere patologie con poche alternative terapeutiche. Nella maggior 
parte dei casi la chirurgia rappresenta la principale arma per eliminare le masse tumorali, mentre la 
chemioterapia e la radioterapia cercano soprattutto di eliminare le cellule residue agendo sulla loro 
continua proliferazione, ma mancano di una reale specificità d’azione e causano ancora notevoli effetti 
collaterali. Le terapie più innovative puntano invece a sfruttare il sistema immunitario umano come 
meccanismo effettore. I tumori però derivano da cellule del nostro organismo ed il fatto che abbiano 
potuto svilupparsi dimostra che il nostro sistema immunitario non li riconosce come estranei e non 
costruisce contro di essi una risposta efficace. I meccanismi effettori del sistema immunitario sono 
quindi potenzialmente in grado di distruggere in maniera selettiva le cellule tumorali e di causare in 
questo modo pochissimi effetti collaterali, ma necessitano di qualcosa che indirizzi e faccia partire la 
loro azione. L’utilizzo dell’immunoterapia come strumento antitumorale vuole appunto studiare dei 
metodi che permettano di raggiungere in maniera molto selettiva uno specifico bersaglio e di attivare di 
seguito il sistema immunitario, cosa che avviene principalmente grazie all’utilizzo degli anticorpi.  
I loro meccanismi d’azione, una volta legati alle cellule tumorali, in maniera dipendente dall’antigene a 
cui si sono legati, si basano essenzialmente sull’induzione di processi apoptotici, sull’attivazione della 
citotossicità cellulare e sull’attivazione della cascata complementare. Diversi autori hanno messo in 
risalto il fatto che gli anticorpi più efficaci in clinica sono proprio quelli con la maggior capacità di 
sfruttare quest’ultimo meccanismo. Il suo principale vantaggio sta proprio nell’azione rapida e diretta, 
che non necessita dell’attivazione di processi intracellulari (come l’apoptosi) o del richiamo di cellule 
effettrici nella sede in cui si è sviluppato il tumore (citotossicità cellulare).  
Non tutti gli anticorpi però sono in grado di raggiungere un soddisfacente effetto terapeutico perciò in 
questi tre anni abbiamo tentato di individuare le cause di questi insuccessi e abbiamo cercato di 
intervenire per proporre delle nuove strategie da utilizzare nell’immunoterapia dei tumori o di migliorare 
quelle esistenti. Poiché le cellule tumorali, derivando da cellule del nostro organismo, esprimono e 
spesso over-esprimono sulla loro superficie delle molecole la cui funzione fisiologica è quella di inibire 
un’attivazione indesiderata della cascata complementare, una possibile strategia che abbiamo vagliato 
è stata tentare di potenziare l’effetto terapeutico degli anticorpi utilizzando delle molecole capaci di 
bloccare l’azione degli inibitori di membrana del complemento e affiancandole ai comuni anticorpi 
terapeutici. In questo modo il sistema del complemento attivato sulle cellule tumorali, trovando meno 
ostacoli nella sua azione litica, può eliminare un maggior numero di cellule tumorali. 
L’inefficacia o la scarsa efficacia di una molecola anticorpale può però anche derivare da 




anticorpi di avere una vicinanza adeguata per attivare il sistema complementare. Abbiamo visto che 
questo problema può in parte essere risolto utilizzando anticorpi diretti contro due diversi antigeni 
presenti sulla superficie delle cellule tumorali, fatto che crea una densità anticorpale sufficiente ad 
ottenere buona attivazione complementare anche sfruttando molecole poco espresse sulla superficie 
delle cellule tumorali. 
Un ulteriore meccanismo che può incrementare le potenzialità dell’immunoterapia a scopo antitumorale 
è poi quello di colpire le cellule tumorali attraverso più bersagli, responsabili dell’innesco di meccanismi 
tumoricidi diversi. Oltre alla frequente attivazione della lisi mediata dal complemento, allo scopo di 
eliminare la cellula tumorale, abbiamo quindi anche indagato la pathway apoptotica. 
In ogni caso risulta essenziale effettuare un targeting specifico affinché anticorpi di cui le funzioni 
possono essere strettamente correlate e sinergiche, riescano a raggiungere la medesima cellula 
tumorale e ad esplicare in quella sede il loro effetto terapeutico.  
 
Con questi obiettivi ci siamo concentrati su alcuni modelli sperimentali:  
A) in primo luogo abbiamo voluto indagare il ruolo delle mCRP nell’immunoterapia del mieloma multiplo, 
(MM) utilizzando come antigene associato al tumore PSGL1. Questo studio è il risultato della 
collaborazione con l’Università di Palermo ed in particolare con il dottor Claudio Tripodo. 
 
B) a fianco a questo ci siamo occupati del linfoma Non-Hodgkin’s (LNH) e delle leucemie linfatiche 
croniche (LLC), che esprimono sulla superficie cellulare due marker tumorali, CD20 e CD52, contro cui 
sono diretti due anticorpi monoclonali utilizzati in clinica, Rituximab e Alemtuzumab di cui abbiamo 
indagato gli effetti derivati da un regime di co-trattamento. Per lo studio relativo al linfoma abbiamo 
utilizzato una linea cellulare, ma per quello sulle leucemie, mancando una buona linea cellulare, 
abbiamo dovuto utilizzare campioni di cellule di pazienti affetti da questa patologia, che abbiamo avuto 
grazie alle collaborazioni con il dottor Valter Gattei del Centro di Riferimento Oncologico di Aviano (PN) 
e con il dottor Gabriele Pozzato dell’Ospedale Maggiore di Trieste. 
 
C-D) alla luce della forte esigenza di possedere dei validi modelli animali per lo studio di associazioni di 
farmaci o per lo sviluppo di nuove molecole, dopo aver effettuato un accurato studio preliminare dei 
modelli animali esistenti, relativi a tre delle patologie ematologiche più diffuse, (mieloma multiplo MM, 
linfoma Non-Hodgkin LNH e leucemia linfatica cronica LLC), abbiamo allestito un modello animale di 
linfoma di Burkitt in topi SCID. Nell’ambito della collaborazione con il Centro di Biomedicina Molecolare 
di Basovizza (TS) mediante l’emergente tecnologia di Imaging Ottico, questo stesso modello è servito 
per indagare più approfonditamente quale fosse la diffusione del cellule neoplastiche in vivo e la 




E) grazie a questo stesso modello sempre nell’ambito di studio del LNH abbiamo valutato il potenziale 
terapeutico di altre due molecole, derivate dagli studi del gruppo della prof.ssa Paola Secchiero 
dell’Università di Ferrara, e cioé di una forma ricombinante di TRAIL e del minibody MB2.23 anti-TRAIL-
R2.  
 
F) col proseguire dei nostri studi è in seguito diventata sempre più forte l’esigenza di ottenere un 
targeting farmacologico specifico sulla cellula tumorale, allo scopo di avere un sinergismo tra agenti 
terapeutici diversi. E’ stata quindi progettata nel nostro laboratorio una nuova molecola anticorpale che 
potesse rispondere a questa esigenza.  Questa molecola, che abbiamo chiamato minibody bispecifico, 
è caratterizzata dall’avere una doppia specificità indirizzata verso l’antigene tumore associato del LNH 
CD20 e verso l’inibitore di membrana del complemento CD55, che assieme al CD59, costituisce uno dei 
maggiori ostacoli al funzionamento della molecola tutt’ora usata in clinica per il trattamento del LNH e 
cioè di Rituximab. Il minibody, è stato interamente costruito mediante tecniche di biologia molecolare 
che hanno portato alla costruzione di un unico vettore d’ espressione contenente entrambe le specificità 
in un’unica cornice di lettura. Il ScFv che riconosce il CD20 è stato ricostruito sulla base della sequenza 
depositata dell’anticorpo commerciale Rituximab, il ScFv che lega il CD55 è invece stato isolato nel 
nostro laboratorio da una libreria anticorpale e, nel novembre 2005, ha ricevuto il brevetto U.S.A. 
depositato al numero WO 2006IL00521. Il minibody bispecifico è stato quindi prodotto in un sistema 
d’espressione eucariotico (CHO-s) e, una volta confermata la sua efficienza di legame alle cellule e la 
sua funzionalità, è stato purificato mediante tecniche cromatografiche. A completamento della sua 
caratterizzazione funzionale è ora anche iniziato lo studio della distribuzione e dell’efficacia di questo 
minibody bispecifico come agente terapeutico nel modello animale di topi SCID. Per un possibile uso in 
terapia dell’anticorpo qui descritto è indispensabile saggiare la sua capacità di aumentare l’efficienza 
del Rituximab di indurre CDC, almeno là dove l’azione di Rituximab risulti essere fortemente ostacolata 
dalla presenza degli inibitori del complemento o dove si sviluppino altre forme di resistenza a questa 
molecola già ampiamente utilizzata in clinica. La strategia utilizzata per il clonaggio di questo vettore, e 
il sistema d’espressione qui messo a punto, sono proposti come un approccio applicabile alla 
produzione di altri anticorpi dello stesso tipo, ma con altre specificità, infatti il vettore presenta una 
struttura modulare che può essere utilizzata come base per il clonaggio di diversi scFv, utili per la 
terapia antitumorale.  
 
In questi anni di studio e lavoro abbiamo decisamente toccato con mano il fatto che molti risultati basati 
su studi in vitro hanno bisogno di trovare riscontro su modelli in vivo capaci di riprodurre la 
caratteristiche biochimiche, l’evoluzione e le problematiche inerenti una specifica patologia umana, che 




la diversità di risposte terapeutiche spesso può anche essere influenzata dalle caratteristiche del 
singolo individuo.  
Una parte dei risultati sono stati oggetto delle pubblicazioni incluse e di altri lavori che stanno per 
essere pubblicati, altri fanno parte di progetti tuttora in corso, ma nel loro insieme rappresentano la base 






1 Premessa  
I progressi scientifici verificatisi nel corso degli ultimi decenni in ambito immunologico e biotecnologico 
hanno consentito l’acquisizione di nuove potenzialità terapeutiche, rappresentate dall’uso 
farmacologico di anticorpi monoclonali, i quali sono entrati a far parte integrante dell’approccio 
terapeutico in condizioni patologiche molto eterogenee, con principale campo applicativo nelle malattie 
oncoematologiche.    
L’evento metodologico essenziale in ambito immunologico è rappresentato dalla scoperta, avvenuta 
nel 1975 ad opera di Milstein e Kohler, di una modalità di immortalizzazione di singole cellule 
producenti anticorpi derivanti da animali immunizzati, consentendo la selezione di singoli anticorpi 
monoclonali di specificità determinata. 
Le progressive evoluzioni degli anticorpi monoclonali ne hanno consentito l’impiego clinico sempre più 
rilevante con diverse finalità sia diagnostiche che terapeutiche. In particolare, essi sono utilizzati per la 
definizione di peculiari marcatori fenotipici per specifici tipi cellulari, principio basilare nella 
determinazione dei cluster di differenziazione nelle diverse popolazioni leucocitarie, e per 
l’immunodiagnosi. Fondamentale campo applicativo degli anticorpi monoclonali in vivo risulta 
l’immunoterapia delle malattie tumorali, anche in virtù delle conoscenze immunologiche più 
approfondite, relative alle proprietà immunofenotipiche delle cellule neoplastiche ed agli specifici 
meccanismi di azione di tali anticorpi monoclonali osservabili in vitro ed in vivo. 
Il parallelo sviluppo scientifico in ambito oncologico, che ha portato sia ad una classificazione 
dettagliata delle patologie neoplastiche in senso clinico e prognostico, sia alla conseguente ricerca di 
protocolli chemioterapici più efficaci ed appropriati, coadiuvato dallo sviluppo delle conoscenze 
immunologiche e delle acquisizioni biotenologiche, ha consentito negli ultimi dieci anni l’integrazione 
del tradizionale approccio chemioterapico con l’immunoterapia.  
Sebbene le potenzialità terapeutiche degli anticorpi monoclonali non siano confinate soltanto in ambito 
oncologico, con particolare riferimento alle patologie autoimmuni, il loro peculiare impiego prevale nella 
terapia delle patologie tumorali, ove gli anticorpi monoclonali sono oggetto di sperimentazione anche 
nella cura delle neoplasie solide. Tuttavia, il principale campo di applicazione è costituito attualmente 
dal trattamento delle patologie  oncoematologiche, con particolare riferimento e specifica  indicazione 
clinica alla terapia dei Linfomi non-Hodgkin’s e della Leucemia Linfatica Cronica. In relazione a tali 
patologie linfoproliferative croniche, cui possiamo aggiungere anche il Mieloma Multiplo, sono oggi 
concentrati i maggiori intenti scientifici atti a potenziare le strategie di utilizzo di tali anticorpi 
monoclonali, ottimizzando progressivamente la loro efficacia, sia incrementandone le potenzialità 
citotossiche verso le cellule tumorali, sia preservandone la maggior tollerabilità clinica possibile. Gli 




possano evitare o ridurre gli effetti tossici della chemioterapia, mediante l’associazione 
all’immunoterapia, e di fornire delle nuove opzioni terapeutiche per pazienti che sviluppano neoplasie 
resistenti ai regime terapeutici comunemente utilizzati in clinica. 
 
2 Il cancro 
Il cancro consiste in una neoformazione di tessuto che è indipendente dal punto di vista evolutivo, 
funzionale e nutrizionale rispetto al tessuto normale dal quale deriva. Una condizione patologica di 
natura neoplastica può essere causata da mutazioni di geni che controllano la crescita cellulare, da 
alterazioni di natura genetica che convertono un proto-oncogene in un oncogene,  da infezioni da parte 
di virus oncogeni. La cellula, come conseguenza di questi eventi, non riesce più a controllare nel modo 
corretto la propria crescita ed il proprio differenziamento (Goldsby et al., 2000). 
Le neoplasie possono essere divise in benigne e maligne. I tumori benigni presentano un 
accrescimento localizzato e limitato nel tempo, sono costituiti da cellule uguali o simili a quelle del 
tessuto dal quale derivano e  la massa tumorale benigna che si viene a formare “si limita” a comprimere 
i tessuti normali vicini. I tumori maligni hanno un accrescimento più rapido e progressivo, sono dotati di 
attività invasiva nei confronti dei tessuti circostanti, possono propagarsi a distanza in altri organi 
attraverso il torrente circolatorio (metastasi) e presentano più o meno spiccati segni di atipia cellulare 
rispetto all’organo dal quale provengono (Goldsby et al., 2000). 
I tumori maligni vengono classificati in base all’origine embrionale del tessuto dal quale derivano: i 
carcinomi derivano da tessuti di origine endodermica o ectodermica come la cute o gli epiteli, le 
leucemie ed i linfomi originano dalle cellule ematopoietiche del midollo osseo (le prime proliferano come 
cellule singole mentre i secondi tendono a crescere come masse tumorali), mentre i sarcomi derivano 
da tessuti connettivi di origine mesodermica (osso, tessuto adiposo e cartilagine) (Goldsby et al., 2000). 
  
3 Malattie linfoproliferative croniche 
3.1 Mieloma multiplo 
Il mieloma multiplo (MM) è un tumore che origina nel midollo osseo, dove un singolo linfocita B, 
subendo un’alterazione genetica, acquisisce caratteristiche tumorali che verranno trasmesse a tutte le 
cellule che ne discenderanno, ovverosia alle plasmacellule deputate alla produzione degli anticorpi 
(immunoglobuline) (Il Mieloma Multiplo Guida per il Paziente). E’ stato descritto per la prima volta nel 
1850 dal dottor Mac Intyre, un medico americano, ma a  dargli il nome è stato il maggior esperto vivente 
della malattia, lo statunitense Robert Kyle, che lavora alla Mayo Clinic di Rochester negli Stati Uniti, 
proprio dove questo tumore conosce le massime incidenze e colpisce in particolare gli afroamericani. 
L'aggettivo multiplo si riferisce al fatto che le plasmacellule maligne hanno la tendenza a raggrupparsi 




possono portare ad un indebolimento delle ossa. Questi focolai sono stati chiamati dai medici del secolo 
scorso "mielomi" perché in loro corrispondenza le ossa appaiono molto fragili, molli, di consistenza ed 
aspetto simile al miele (http://web.tiscali.it/ematologia).  
Il mieloma è un tumore nettamente più frequente nei soggetti di sesso maschile. E’ una patologia molto 
più frequente negli anziani e infatti l’80% delle persone affette hanno un’età superiore a 60 anni. Molto 
raramente si manifesta in età inferiore ai 50 anni (http://www.airc.it). 
Nel mieloma le plasmacellule assumono caratteristiche di tipo maligno, proliferano in continuazione e 
gradualmente tolgono spazio alle cellule normali del midollo osseo. Finché il numero delle cellule 
tumorali rimane contenuto, e ciò può durare anni, decenni o una vita intera, questa neoplasia non dà 
segni; la malattia si manifesta solo quando i linfociti B alterati cominciano a proliferare in modo 
incontrollato e arrivano a superare il 10% di tutti i linfociti (http://web.tiscali.it/ematologia).  
E’ per questa ragione che in 1/3 dei casi la malattia viene scoperta  casualmente, in occasione 
dell’esecuzione di esami del sangue prescritti per altro motivo. Le plasmacellule tumorali producono 
infatti grande quantità di una proteina anomala, chiamata immunoglobulina monoclonale, componente 
monoclonale o componente M. A differenza delle immunoglobuline normali, la componente M prodotta 
dalle cellule del mieloma non è funzionante ed anzi interferisce con la produzione delle 
immunoglobuline normali, causando una particolare suscettibilità del paziente alle infezioni, peraltro 
dovuta anche alla leucopenia.  La componente M viene riscontrata mediante un esame del sangue 
comunemente prescritto e chiamato elettroforesi delle proteine sieriche (Il Mieloma Multiplo Guida per il 
Paziente). Questo importante elemento diagnostico è tuttavia affiancato anche da altri elementi clinici, 
quali un aumento significativo del numero di plasmacellule maligne all’interno del midollo osseo, 
rilevabile mediante agoaspirato osteomidollare e biopsia ossea eseguiti a livello della cresta iliaca 
posteriore del bacino, il verificarsi di assottigliamenti, buchi o fratture nelle ossa, evidenziati con esami 
radiologici, la presenza della proteina di Bence Jones nelle urine.  Quest’ ultima è formata da una parte 
degli anticorpi monoclonali, ovverosia dalle catene leggere κ o λ. In rari casi, infatti, le immunoglobuline 
monoclonali sono formate unicamente dalle catene leggere (malattia delle catene leggere) e per questi 
pazienti le immunoglobuline monoclonali non sono rilevabili nel sangue, ma la presenza di proteina di 
Bence Jones nelle urine è abbondante (http://www.airc.it). La diagnosi, infine, viene in genere 
completata con una vera e propria batteria di esami che comprendono: 
• esame emocromocitometrico completo per valutare l'esistenza di una eventuale anemia e/o 
leucopenia e/o piastrinopenia;  
• radiografia dello scheletro per escludere la presenza di lesioni ossee causate da un eccesso di 
plasmacellule; 
• funzionalità renale con esame urine, creatinina, azotemia, proteinuria delle 24 ore che può 




• VES, LDH, proteina C reattiva e β-2 microglobulina che forniscono una misura indiretta della 
estensione  e della velocità di crescita del mieloma; 
• calcemia che può essere aumentata a causa di sostanze prodotte dalle plasmacellule stesse 
(http://web.tiscali.it/ematologia). 
Completati gli accertamenti diagnostici, il medico può stabilire la diagnosi in base a criteri ben definiti.  
Come accennato le plasmacellule maligne rilasciano anche citochine che tendono ad assottigliare il 
tessuto osseo normale, causando indebolimenti ossei e fratture diffuse; è per questo che molto spesso 
il primo sintomo del mieloma muliplo è rappresentato dal dolore osseo. Questo può interessare 
qualsiasi  segmento dello scheletro, ma è localizzato nella maggior parte dei casi a livello delle coste e 
della colonna vertebrale. Evenienze particolarmente temibili sono le fratture a carico dei segmenti ossei 
sottoposti a carichi di lavoro continuo, come ad esempio le vertebre, fatto che può portare ad una 
compromissione del midollo spinale ed alla conseguente paralisi di uno o più arti (http://www.airc.it). 
Molti pazienti hanno tuttavia sintomi molto variabili da caso a caso e combinati, quelli più 
frequentemente riscontrati sono: astenia e debolezza, anemia, leucopenia, piastrinopenia legate al fatto 
che quando le plasmacellule diventano molto numerose possono impedire la crescita delle altre cellule 
normali del midollo, febbre più o meno elevata ed infezioni ripetute, nausea e vomito, emorragie 
cutanee e delle mucose (petecchie, epistassi, gengivorragie, eccessiva quantità e durata del flusso 
mestruale ecc.), sudorazioni eccessive, specie notturne, diminuzione del peso corporeo 
(http://web.tiscali.it/ematologia). 
La causa del mieloma multiplo è sconosciuta, come per la maggior parte delle malattie. Alcuni studi 
hanno dimostrato che la malattia ha una frequenza diversa nelle varie regioni del mondo e nei differenti 
gruppi etnici, per cui è probabile che esista una certa predisposizione genetica, ma sicuramente non è 
una malattia ereditaria (http://web.tiscali.it/ematologia). Oltre che negli Stati Uniti è molto frequente 
anche in Nuova Zelanda ed in Canada, soprattutto nel Quebec. Piuttosto raro è invece in Asia, Cina e 
Giappone in testa. L’Europa si colloca a metà classifica, con 3 persone colpite ogni 100.000 abitanti. 
Lussemburgo (6 casi ogni 100.000) e Irlanda (4,5) sono al vertice continentale, la Grecia in fondo con 2 
casi ogni 100.000 abitanti, mentre in Italia se ne contano 2,8 ogni 100.000 abitanti. Risulta molto 
presente nella provincia di Ragusa, con 3,6 casi ogni 100.000 abitanti e poco frequente in Lombardia 
(2,1) (http://web.tiscali.it/ematologia).   
Molti fattori ambientali sono fortemente sospetti per avere un ruolo, se non causale, sicuramente 
importante nell'origine di questa malattia: esposizione a fertilizzanti, pesticidi, erbicidi, sostanze derivate 
dal petrolio come il benzene, virus come l’Herpes, radiazioni ionizzanti. Il mieloma multiplo è infatti più 
frequente nei sopravvissuti ai bombardamenti atomici di Hiroshima e Nagasaki, specialmente nei 
soggetti che hanno subito l'irradiazione con le dosi maggiori, sebbene l’esposizione alle radiazioni 




Numerose altre sostanze chimiche cui sono esposti molti soggetti nell'ambiente di lavoro sono state 
implicate. C'è da dire, tuttavia, che non tutti gli studi eseguiti sono concordi fra di loro per cui rimangono 
molto dubbi sulle cause del mieloma multiplo (http://www.airc.it). 
Come per la totalità degli altri tipi di neoplasie anche per il mieloma multiplo la stadiazione è un passo 
fondamentale da un lato per valutare la diffusione della malattia nell'organismo e la gravità, dall’altro per 
prevederne l'evoluzione e stabilire il tipo di terapia migliore nel singolo caso. Esistono numerosi sistemi 
di stadiazione del mieloma multiplo, ma quello che si è rivelato più semplice è un sistema di stadiazione 
in tre stadi. Nello stadio I la massa tumorale è ancora bassa e non ha provocato complicanze gravi. In 
particolare in questo stadio non c'è anemia, non ci sono lesioni ossee visibili alla radiografia dello 
scheletro, la quantità d'immunoglobuline nel siero e/o nelle urine non è molto elevata, la calcemia è 
normale. La malattia in stadio I può essere completamente asintomatica ed in genere non richiede 
terapia specifica. Al contrario avremo uno stadio III se è presente anemia grave dovuta alla malattia e 
non ad altre cause, la calcemia è molto elevata, ci sono almeno tre lesioni ossee, le immunoglobuline 
nel siero e/o nelle urine sono notevolmente aumentate. Nello stadio II sono compresi tutti i pazienti che 
non soddisfano i criteri per lo stadio I o III. Ogni stadio è inoltre suddiviso in: A (se i reni funzionano 
normalmente) o B (in presenza d'insufficienza renale, vale a dire di creatininemia superiore a 2 mg/dl). 
Per quanto riguarda la prognosi, essa dipende soprattutto dallo stadio: generalmente i pazienti 
sopravvivono di più e meglio se lo stadio è basso e se non c'è insufficienza renale, ma la qualità di vita 
dipende anche dalle complicanze e dalle eventuali malattie concomitanti, quindi è difficile prevedere 
l'evoluzione nel singolo caso. È anche per questo motivo che è necessario sottoporsi al follow-up 
periodico (http://web.tiscali.it/ematologia). Negli ultimi anni è diventata sempre più importante, ai fini 
prognostici, una valutazione dei cromosomi delle plasmacellule. Tale tipo di analisi citogenetica può 
essre effettuata con uno studio in toto dei cromosomi delle cellule midollari oppure con una valutazione 
mirata verso determinate alterazioni genetiche (FISH). In particolare, per la loro importanza clinica, si 
segnalano le seguenti alterazioni genetiche: 
 delezione di parte del cromosoma 13 (50% di casi); 
 traslocazioni tra il cromosoma 4 ed il cromosoma 14 (15% dei casi); 
 delezione di parte del cromosoma 17 (10% dei casi). 
Queste alterazioni con particolari caratteristiche negative  possono guidare i curanti ad optare per un 
programma di trattamento più aggressivo (Il Mieloma Multiplo Guida per il Paziente).   
Anche la terapia del mieloma multiplo dipende  essenzialmente dallo stadio e dall’età del paziente. Lo 
stadio I non richiede in genere alcuna terapia, almeno al momento della diagnosi. Soprattutto se il 
paziente è anziano, per risparmiargli gli effetti collaterali della terapia che potrebbero essere più 
fastidiosi dei sintomi causati dal mieloma multiplo stesso, prima di iniziare la terapia si preferisce 




che il mieloma multiplo in stadio I non progredisce sempre e in ogni caso: la progressione può essere 
spesso lenta ed avvenire anche dopo molti anni, durante i quali il paziente può godere di una buona 
qualità di vita senza rischio degli effetti collaterali dei farmaci o dell' ospedalizzazione. In pratica la 
terapia va riservata ai pazienti con mieloma multiplo in III stadio; a molti (ma non tutti) di quelli con 
malattia in stadio II ed eccezionalmente a quelli con stadio I (http://web.tiscali.it/ematologia).  
Nella terapia del mieloma multiplo un ruolo fondamentale svolge la chemioterapia, essendo la malattia 
disseminata nel corpo già al momento della diagnosi. La radioterapia da sola ha un ruolo marginale, 
questa modalità terapeutica ha invece un importante ruolo palliativo nel trattamento ad esempio delle 
aree d'osteolisi specie se causa di frattura patologica e/o d'intenso dolore 
(http://web.tiscali.it/ematologia). Nella maggioranza dei casi la forma di chemioterapia più 
frequentemente usata è l'associazione di prednisone, un cortisonico, con un farmaco chiamato 
melfalan; sono somministrati per os per 4 giorni ogni 4-6 settimane. Nei pazienti più giovani 
(orientativamente con meno di 70 anni), il trapianto di midollo autologo con cellule staminali del sangue 
periferico è divenuto oramai la terapia di prima scelta, qualora le condizioni del paziente permettano di 
sopportare la chemioterapia ad alte dose che precede sempre l'infusione delle cellule staminali. Negli 
ultimi anni la procedura è divenuta molto più sicura per il paziente, tanto che si può ripetere anche più di 
una volta in caso di recidiva.  
Recentemente risultati promettenti sono stati ottenuti con la combinazione dell'autotrapianto seguito dal 
trapianto allogenico a condizionamento ridotto, il cosiddetto "minitrapianto". Tuttavia anche il trapianto di 
midollo, riservato ai pazienti più giovani, riesce ad eliminare definitivamente il mieloma multiplo solo in 
una certa percentuale di soggetti, variabile da studio a studio, ma a quanto sembra finora, in non più del 
50%.  
Sorprendenti possono essere considerati invece i risultati ottenibili in circa 1/3 dei pazienti con la 
talidomide da sola o associata con il desametasone (un cortisonico), tanto che sono in corso studi di 
valutazione dell'associazione dei due farmaci come terapia di prima linea nei pazienti con mieloma 
multiplo. Un farmaco che è stato utilizzato in molti pazienti è l'interferone, ma l'analisi della 
sopravvivenza dei pazienti così trattati non ha dimostrato un sicuro e definitivo beneficio 
(http://web.tiscali.it/ematologia).  
Un altro farmaco che sta suscitando grandi speranze è il bortezomib, capostipite della generazione di 
farmaci inibitori del proteasoma, molto spesso in associazione singola con il desametasone o doppia 
con desametasone e talidomide, trattamento che raggiunge una risposta clinica dell’84% nei pazienti 
trattati in prima linea, ma che può dare disturbi clinici anche gravi come piastrinopenia e comparsa di 
una neuropatia periferica (Il Mieloma Multiplo Guida per il Paziente).   
Sicuramente negli ultimi anni le conoscenze sul mieloma multiplo sono notevolmente aumentate. I 




con mieloma e della durata della sopravvivenza a 5 anni dalla diagnosi dal 24% all’ttuale 30% 
(http://www.airc.it). Nuovi farmaci molto selettivi sulle cellule tumorali e privi degli effetti collaterali della 
chemioterapia stanno per essere autorizzati. Molte speranze poggiano inoltre sui progressi della terapia 
biologica. In molti centri si stanno sperimentando "vaccini" contro le cellule mielomatose; nuove 
citochine che potrebbero consentire di controllare la crescita delle plasmacellule in modo più naturale, 
permettendo una diminuzione dell'uso della chemioterapia o il suo completo abbandono; anticorpi in 
grado di neutralizzare le citochine prodotte in eccesso dalle plasmacellule; la terapia genica, con lo 
scopo di "rinforzare" le cellule normali del sistema immunitario o le altre cellule normali del midollo 
rendendole più resistenti all'azione tossica dei chemioterapici, cosa che consentirebbe di usare dosi 
maggiori di farmaci o nuovi farmaci.  
Grazie all’avvento di questi nuovi farmaci e al perfezionamento dei trapianti di midollo osseo (la cui 
comparsa risale ai primi anni Novanta), il mieloma multiplo non è dunque più una condanna ineluttabile, 
è entrato nel novero dei tumori che possono essere guariti o con i quali è possibile convivere 
mantenendo un’ottima qualità di vita per molti anni (http://web.tiscali.it/ematologia).  
 
3.2 Leucemia linfatica cronica 
Sulla base della cellula da cui prende origine la neoplasia le leucemie vengono comunemente distinte in 
mieloidi e linfoidi, inoltre dipendentemente dalla velocità di progressione della malattia le leucemie 
vengono comunemente distinte in acute e croniche. Nella leucemia acuta il numero di cellule tumorali 
aumenta più velocemente e la comparsa dei sintomi è precoce; nella cronica invece le cellule maligne 
tendono a proliferare più lentamente, anche se con il tempo anche queste ultime diventano aggressive 
e provocano un aumento delle cellule leucemiche all’interno del flusso sanguigno (http://www.airc.it).  
La leucemia linfatica cronica (LLC) è dunque una patologia onco-ematologica, caratterizzata da un 
processo linfoproliferativo cronico che coinvolge linfociti B attivati. Gli elementi cellulari tipici della LLC, 
morfologicamente simili ai piccoli linfociti maturi e in parte funzionanti del sangue periferico, tendono ad 
accumularsi progressivamente a livello di midollo osseo, sangue periferico, linfonodi e milza.  
Questa patologia è più comunemente riscontrata in pazienti di età superiore ai 50 anni, ma una 
diagnosi più accurata identifica molti pazienti più giovani. La LLC, che risulta essere la forma 
leucemica più frequente negli Stati Uniti e, più in generale, nei Paesi occidentali industrializzati, è 
contraddistinta da maggior incidenza nel sesso maschile (57%).  
Le cellule della LLC presentano solitamente una trisomia del cromosoma 12 isolata oppure associata 
ad altre anomalie cromosomiche. La clonalità è stata dimostrata anche dall'espressione di una 
singola catena leggera (κ o λ) o con la specificità dell'idiotipo immunoglobulinico. Di rado, cellule che 
sembrano essere di leucemia linfatica cronica possono essere di origine T o natural killer (NK); 




definite come leucemie linfocitiche a grandi cellule granulari, leucemia a cellule T suppressor, leucemia 
a cellule T dell'adulto e leucemia prolinfocitica T (Rai et al., 1975). 
La diagnosi di LLC si basa sull'esame obiettivo e sull'osservazione dello striscio periferico.  Gli esami di 
laboratorio denotano la presenza di leucocitosi e le cellule maligne appaiono tipicamente come piccoli 
linfociti con morfologia normale apparentemente maturi, l’agoaspirato e la biopsia midollare mettono 
generalmente in luce una infiltrazione linfocitaria del midollo osseo seriore al 30% con cellule a fenotipo 
B. La coespressione in superficie di antigeni cellulari B (CD19, CD20, CD21 e CD24) con un antigene 
cellulare T (CD5) è di solito diagnostica di LLC. Nella maggior parte dei casi può inoltre essere 
dimostrata una immunoglobulina monoclonale sulla superficie cellulare, benché 
l'immunofluorescenza sia di solito debole.  
I segni obiettivi e i sintomi della LLC sono correlati con l'infiltrazione tissutale, la citopenia periferica o 
l'immunosoppressione. I pazienti possono presentarsi con i segni dell'anemia, con  linfoadenomegalia 
o con infezioni intercorrenti. La splenomegalia è raramente sintomatica e vi è epatomegalia, ma in 
misura molto modesta, in circa metà dei pazienti. II decorso clinico è assai variabile e la prognosi è 
direttamente correlata allo stadio ed alle variazioni strutturali molecolari. Nella LLC la conta 
leucocitaria varia tra 5x103 e 200x103 / mmc, con una preponderanza di linfociti di aspetto maturo. I pazienti 
con malattia avanzata possono presentarsi con anemia, granulocitopenia e trombocitopenia che derivano 
dall'infiltrazione leucemica del midollo (http://www.airc.it). 
Particolarmente rilevanti nella pratica clinica, utili per fornire indicazioni sulla sopravvivenza e come guida 
alla terapia sono le due classificazioni clinico-prognostiche di Rai e di Binet: esse prendono in esame i 
parametri clinici  correlati all’estensione della proliferazione linfocitaria periferica (linfocitosi periferica, 
linfoadenomegalia, epatosplenomegalia) e alla compromissione secondaria dell’ematopoiesi (anemia, 
trombocitopenia) (http://www.ailmilano.it). 
Il sistema terapeutico maggiormente in uso è la chemioterapia, somministrata per via orale o 
endovenosa, o per mezzo di un catetere inserito attraverso due vertebre lombari nel caso in cui siano 
presenti cellule neoplastiche nel liquido cefalorachidiano. La radioterapia viene utilizzata per ridurre le 
localizzazioni voluminose della malattia, la compromissione di organi vitali o le lesioni ossee dolorose. 
La terapia è inoltre considerata vantaggiosa in pazienti con malattia in progressione o in stadio 
avanzato, non allo stadio iniziale poichè il decorso della malattia è generalmente molto lento e 
rimandare il trattamento consente al paziente di ritardare gli effetti tossici correlati alla terapia stessa 
(Zent et al., 2008). Data l’assenza di un trattamento curativo convenzionale, negli ultimi anni si è anche 
concretizzata la possibilità di sottoporre il paziente al trapianto di midollo. Esso viene prelevato da un 
donatore compatibile o anche dal paziente stesso prima di ricevere alte dosi di farmaci o radiazioni. 
In ogni caso la terapia della LLC dà una risposta parziale, ma quasi mai remissione completa; tuttavia 




75% dei pazienti (http://www.ailmilano.it). Probabilmente tale percentuale potrà anche essere 
aumentata da nuovi farmaci recentemente introdotti in clinica e indirizzati contro proteine di superficie 
dei linfociti leucemici: tra questi, gli anticorpi monoclonali. 
Circa il 3% dei pazienti con disordini linfoproliferativi presenta la variante a cellule T oppure, ancora 
più raramente, una neoplasia a cellule NK: le cellule neoplastiche T solitamente, non possono 
essere distinte morfologicamente dalle cellule B della LLC, ma l'espressione di marcatori di cellule 
T è facilmente rilevata dalla citofluorimetria a flusso; la leucemia a cellule NK è positiva per il CD16 
ed i relativi linfociti neoplastici sono solitamente granulati. 
In conclusione è utile precisare che la LLC può essere anche classificata come un linfoma a basso 
grado di malignità con tendenza ad invadere il sangue periferico fin dalle prime fasi della malattia. 
Nei linfomi, molti dei quali originano appunto dal linfociti B, la malattia interessa principalmente i 
linfonodi, la milza ed altri organi, mentre il numero di linfociti nel sangue è normale. Tuttavia, con 
metodiche di laboratorio, è possibile dimostrare nel sangue la presenza di cellule neoplastiche 
anche in molti casi di linfoma. Le somiglianze fra i due tipi di malattia sono dimostrate anche dalla 
possibile evoluzione clonale della LLC in linfoma vero e proprio. In questo caso si tratta di un linfoma 
linfocitico aggressivo (linfoma diffuso a grandi cellule) definito sindrome di Richter 
(http://web.tiscali.it/ematologia). 
 
3.3 Linfomi maligni 
I linfomi maligni, a differenza delle leucemie, sono trasformazioni neoplastiche delle cellule che 
risiedono principalmente nei tessuti linfatici, cioè dei linfociti. Questi spesso si accumulano nei 
linfonodi, causandone la tumefazione. Tuttavia i linfociti, attraverso i vasi linfatici, circolano in tutto 
l’organismo, perciò i linfomi sono considerati malattie sistemiche. Possono insorgere anche in sedi 
extranodali come milza, midollo osseo, più raramente (30% dei casi) in organi quali stomaco, intestino, 
cute e sistema nervoso centrale, timo nei bambini. 
I linfociti tumorali non sono in grado di svolgere la loro funzione all’interno del sistema immunitario, 
quindi i pazienti sono più suscettibili a infezioni. Le principali varianti sono il linfoma Non-Hodgkin’s 
(LNH) e il linfoma (o morbo) di Hodgkin (LH), una forma tumorale meno comune. Nonostante 
queste due varianti tumorali infiltrino entrambe gli organi reticolo-endoteliali, sono distinte sia 
biologicamente che clinicamente. I linfomi Non-Hodgkin’s si distinguono dai linfomi di Hodgkin in 
base alla derivazione cellulare, le sedi di malattia, la presenza di sintomatologia sistemica, le 





3.3.1 Linfoma Non-Hodgkin’s 
I LNH sono un gruppo eterogeneo di malattie linfoproliferative; vengono riconosciuti circa una trentina di 
tipi di LNH, classificati in base al tipo di cellula tumorale o in base alla velocità di crescita (indolente o 
aggressivo). La maggioranza delle neoplasie linfoidi (80-85%) originano da cellule B. Sebbene si 
possano descrivere diverse entità cliniche e patologiche, la maggioranza dei casi di linfoma dell’età 
adulta rientrano nel linfoma follicolare (45%) e nel linfoma diffuso a grandi cellule B (20%), mentre per i 
casi dell’infanzia la forma più frequente è il linfoma di Burkitt di cui parleremo più dettagliatamente in 
seguito (Küppers et al., 2001). 
Negli Stati Uniti si osservano circa 40 000 nuovi casi di LNH ogni anno e con una progressiva tendenza 
all’incremento, si parla di 66 000 casi nel 2008. Sebbene il numero totale di pazienti sia relativamente 
limitato, se paragonato a quello di tumori solidi più comuni, i linfomi maligni sono le neoplasie più 
comuni nei pazienti di età compresa fra i 20 e 40 anni (Jemal et al., 2008).  
Nonostante vi siano stati pochi progressi nell'identificazione degli agenti che potrebbero essere 
coinvolti nell'indurre LNH, progressi interessanti si sono ottenuti con l'identificazione di geni 
potenzialmente coinvolti nella trasformazione linfomatosa. Anomalie citogenetiche sono state 
documentate in numerosi LNH: l'analisi delle sequenze di DNA di numerose traslocazioni cromosomi-
che ha evidenziato che i geni, che normalmente regolano la sintesi delle catene pesanti e leggere delle 
immunoglobuline, sono affiancati ai geni che regolano la normale attivazione e proliferazione cellulare. Si 
presume che questi oncogeni siano sotto il controllo di quegli elementi di regolazione che in condizioni 
normali controllano la proliferazione e la differenziazione delle cellule B (Tikhonenko et al., 2008). 
In un certo numero di patologie primitive si osserva un’aumentata incidenza nello sviluppo successivo 
di LNH e in misura minore del linfoma di Hodgkin. Le malattie da immunodeficienza congenita e 
acquisita, così come quelle autoimmuni, sono associate ad un'aumentata incidenza di linfomi. 
L'associazione tra immunosoppressione e induzione di LNH sembra essere convincente poichè, se 
l'immunosoppressione è reversibile (per esempio, farmaci immunosoppressori somministrati in 
maniera discontinua in seguito ad un trapianto d’organo), una parte di questi casi di linfomi regredisce 
spontaneamente. L'incidenza dei linfomi nell'immunosoppressione iatrogena, nell'AIDS e nelle malattie 
autoimmuni suggerisce fortemente l'ipotesi di una deregolazione immune che contribuisce allo sviluppo 
del linfoma (http://www.airc.it).  
Alla fine degli anni Settanta erano in uso nel mondo sei schemi anatomo-patologici differenti e perciò 
non si è potuto fare dei paragoni tra i diversi studi terapeutici. Data questa mancanza di chiarezza fu 
proposta una classificazione operativa con le caratteristiche migliori delle varie classificazioni e, 
cosa ancor più importante, con rilevanza clinica. La classificazione operativa suddivide i LNH in tre 
diversi sottogruppi a basso, intermedio e alto grado di malignità, in base a diversi parametri: il grado 




(classificato in base alle caratteristiche istologiche), lo stadio (ovvero la localizzazione e l’estensione).I 
linfomi a basso grado sono caratterizzati da un decorso clinico lento e la loro storia naturale non 
viene significativamente modificata dalla terapia. I linfomi a grado intermedio e alto erano in passato 
associati ad una sopravvivenza molto breve; con l'avvento di aggressive associazioni 
chemioterapiche e con nuovi approcci di immunoterapia, alcuni di questi pazienti con tumori di grado 
intermedio ed alto dimostrano una buona sopravvivenza a lungo termine libera da malattia. Il grado di 
aggressività è molto importante al momento della diagnosi per intraprendere la terapia corretta: ad 
esempio, linfomi indolenti hanno un decorso lento e spesso sono asintomatici, ma anche dopo 
remissione completa si ripresentano quasi sempre; mentre linfomi aggressivi si espandono molto 
rapidamente e richiedono spesso intervento immediato, tuttavia rispondono molto meglio alla terapia e 
ci può essere guarigione totale (http://www.italian.lymphoma-net.org). 
I sottotipi di linfomi non-Hodgkin sono stabiliti in base alla presenza, in prevalenza, di cellule B o cellule 
T, al tipo di marcatori presenti sulla superficie cellulare, all’aspetto dei linfonodi aggrediti: se 
l’organizzazione cellulare è pressochè normale il linfoma è detto follicolare; altrimenti si parla di linfoma 
diffuso.  
Il metodo di stadiazione dei LNH è quello di Ann-Arbor e si basa sul numero di siti di localizzazione del 
tumore (linfonodali ed extra linfonodali) e sulla presenza o assenza di sintomi sistemici. Negli stadi I e 
Il le localizzazioni di malattia sono poste dalla stessa parte del diaframma. Nello stadio III la malattia 
interessa entrambi i lati del diaframma, mentre nello stadio IV si ha un interessamento extralinfonodale, 
più frequentemente del midollo osseo e del fegato. Possono inoltre essere aggiunte le lettere A o B per 
indicare, rispettivamente, assenza o presenza di sintomi generali come febbre, sudorazione notturna, 
perdita di peso (http://www.italian.lymphoma-net.org).  
Poiché solo il 10% dei pazienti con linfoma follicolare ha malattia localizzata, molti pazienti in stadio 
avanzato sono trattati in modo simile. La maggioranza dei pazienti con linfoma diffuso hanno infatti 
malattia allo stadio avanzato e vengono perciò trattati con approccio sistemico. La stadiazione, quindi, è 
utilizzata nei LNH per identificare quel piccolo numero di pazienti che può essere trattato con terapia 
locale e per classificarlo nelle sottoclassi istologiche in modo da stabilire la prognosi e valutare il tipo di 
schema terapeutico.  
Numerosi studi scientifici hanno preso in esame, nei LNH, la correlazione esistente tra l’espressione di 
marcatori della superficie cellulare e la prognosi. Sebbene molti studi abbiano trovato che il fenotipo 
della superficie cellulare può essere una variabile prognostica, questi studi spesso hanno fallito nella 
stratificazione dei pazienti per i differenti sottotipi istologici del LNH e, a dispetto dei molti tentativi di 
determinare se l'immunofenotipo si correla con la prognosi, questo aspetto rimane ancora controverso. 
L'espressione di marcatori di superficie in relazione alla prognosi è stata esaminata in diverse 




identifica cellule proliferanti normali, ed è stato studiato un antigene nucleare espresso anche in normali 
cellule proliferanti, identificato dall'anticorpo monoclonale Ki-67. Recentemente, un’analisi multivariata 
ha riportato che in linfomi diffusi a grandi cellule questo antigene era un fattore predittivo indipendente 
della sopravvivenza e che pazienti con più del 60 % delle cellule positive per Ki-67 avevano una 
sopravvivenza media significativamente più breve. 
Ulteriori sforzi scientifici sono stati inoltre compiuti per correlare la linea cellulare tumorale con la 
risposta al trattamento ed alla sopravvivenza. Rimane controverso se la derivazione cellulare sia una 
variabile che influenza la prognosi, nonostante alcuni studi suggeriscano che LNH di origine T abbiano 
una prognosi peggiore di tumori derivati da cellule B. Saranno comunque necessari molti studi 
prospettici per confermare queste osservazioni (http://www.italian.lymphoma-net.org).  
Sebbene in generale si concordi sul trattamento dei LNH, gli approcci terapeutici per tutti i sottotipi 
istologici sono in continua evoluzione. Le opzioni da considerare sono l'età biologica del paziente e la 
presenza di eventuali comorbidità (in particolare patologie cardiache, renali, polmonari), le quali 
potrebbero influenzare in modo significativo la tossicità finale d'organo. 
La chemioterapia, ovvero la polichemioterapia basata sulla combinazione di più farmaci, è il trattamento 
principale dei LNH ed è spesso associata al trapianto di midollo osseo. In caso di tumore localizzato si 
può ricorrere anche alla radioterapia. Al momento attuale, inoltre, il trattamento dei LNH è influenzato 
dall'immunofenotipo delle cellule tumorali, soprattutto per quel che riguarda i nuovi approcci 
immunoterapici: recentemente è stato infatti approvato l’utilizzo di alcuni anticorpi monoclonali diretti 
contro antigeni di superficie iperespressi sulle cellule tumorali (www.airc.it).  
 
3.3.1.1 Linfoma di Burkitt o a piccole cellule non clivate  
Il linfoma di Burkitt, descritto per la prima volta nel 1958 e incluso nei linfomi maligni dal 1962, come la 
maggior parte dei LNH, è una neoplasia nella quale i pazienti al momento della diagnosi mostrano una 
malattia a stadio già avanzato. Il linfoma di Burkitt è un tumore tipicamente pediatrico che colpisce 
principalmente bambini e giovani adulti caratterizzato da due principali presentazioni cliniche. La forma 
endemica, o africana, si presenta come un tumore ad origine mandibolare che si diffonde a sedi 
extralinfonodali, specialmente nel midollo osseo e nelle meningi. L’incidenza annuale è di 10 casi su 
100.000 bambini. La forma non endemica, o americana, ha una presentazione addominale con 
malattia massiva, ascite, coinvolgimento cutaneo, osseo, linfonodale superficiale e, al pari della forma 
africana, con interessamento del midollo osseo e del SNC. L’incidenza annuale in questo caso è 
di 0,2 casi su 100.000 bambini. Negli Stati Uniti costituisce da solo il 30% dei LNH dell’infanzia. Il 
vero Linfoma di Burkitt è raro negli adulti, ma occasionalmente si riscontra in pazienti al di sopra dei 35 
anni. La patologia rivela un alto tasso mitotico e un aspetto a cielo stellato di linfociti B maligni 




Nel linfoma endemico la malattia ha un grado di associazione del 95% con il virus di Epstein-Barr 
(EBV), mentre l’associazione è solo del 15% nella forma americana. Tuttavia è incerto se l’EBV giochi 
un ruolo eziologico. Il linfoma di Burkitt presenta in oltre il 90% dei casi una caratteristica citogenetica 
precisa: la traslocazione reciproca t(8;14), con le sue varianti t(2;8) o t(8;22), in seguito alla quale 
l’oncogene c-myc sul cromosoma 8 viene unito o al locus delle catene pesanti delle immunoglobine sul 
cromosoma 14, o al locus della catena leggera kappa sul cromosoma 2, o al locus della catena leggera 
lambda sul cromosoma 22, portando all’attivazione e all'aumento dell'espressione del prodotto del gene c-
myc, un fattore di trascrizione che gioca un ruolo centrale nel regolare la proliferazione cellulare 
così come nel promuovere, se deregolato, l’insorgenza di neoplasie (Hooker et al., 2006). Prima 
dell'introduzione di uno schema terapeutico aggressivo, il linfoma di Burkitt era una neoplasia 
rapidamente fatale; oggi invece questi tumori vengono trattati con schemi terapeutici molto aggressivi 
con risultati più soddisfacenti e spesso viene anche associato l’utilizzo dell’immunoterapia 
(http://www.italian.lymphoma-net.org). 
 
4 Immunoterapia dei tumori 
Fino ad oggi la terapia dei tumori era affidata alla chirurgia, che cerca di eliminare la maggior parte della 
massa tumorale sviluppata e dei linfonodi che risultano coinvolti, e alla chemio- e radio-terapia, che 
agiscono sfruttando l’elevato grado di duplicazione delle cellule cancerose. Purtroppo entrambe non 
sempre riescono ad eliminare la malattia residua alla chirurgia e causano ancora molti effetti collaterali, 
soprattutto perché mancano di una reale specificità d’azione. A questo scopo negli ultimi anni gli sforzi 
maggiori della ricerca oncologica si sono concentrati nel migliorare il targeting tumorale, in particolare 
sfruttando le capacità del sistema immunitario. 
  
4.1 Teoria dell’immunosorveglianza  
Le cellule tumorali, durante la trasformazione neoplastica e nella fase proliferativa, possono essere 
riconosciute dalle difese immunitarie dell’ospite come strutture "non self” pur essendo delle componenti 
cellulari proprie del nostro organismo e in conseguenza a ciò si può verificare una risposta immunitaria 
verso queste cellule. Questo principio è alla base di quella che viene definita la teoria 
dell’immunosorveglianza, inizialmente formulata da Paul Ehrlich agli inizi del 1900. Tale concetto è stato 
ripreso da Thomas 50 anni dopo e definitivamente affrontato da Burnet nel corso degli anni ‘70: 
quest’ultimo ipotizzò che i meccanismi di rigetto fossero deputati all’eliminazione delle cellule 
potenzialmente neoplastiche (Roitt, 1996). 
La teoria dell’immunosorveglianza stabilisce che le cellule del sistema immunitario forniscono una 




compongono mantengano le loro caratteristiche originarie, e sono perciò in grado di eliminare quelle 
cellule che hanno subito mutazioni o che esprimono fenotipi differenti (trasformate) (Roitt, 1996). 
 
4.1.1 Antigeni tumorali  
Con il termine antigene s’intende una qualsiasi molecola o macromolecola di natura organica che, 
all’interno dell’organismo, viene riconosciuta dal sistema immunitario dell’ospite come estranea e che 
viene quindi legata da una immunoglobulina (Elgert, 2002). Un antigene estraneo che penetra 
nell’organismo provoca una risposta immunitaria, che coinvolge principalmente l’attivazione dei linfociti 
B selezionati per la produzione di anticorpi specifici per quel determinato antigene (immunità umorale). 
Il legame con l’anticorpo può avere una duplice funzione: riduce l’attività biologica dell’antigene (ad 
esempio di un patogeno o una tossina), e inoltre marca l’antigene (opsonizzazione) per l’eliminazione 
da parte di altri elementi del sistema immunitario (immunità cellulare) (Pharam, 2001). Nell’ambito 
oncologico un antigene viene considerato una molecola in grado di discriminare tra una cellula 
tumorale e quella da cui ha avuto origine (Elgert, 2002). Anche se non sempre è associato con una 
risposta del sistema immunitario, si ritiene che l’uccisione delle cellule tumorali da parte di particolari 
cellule del sistema immunitario (citotossicità cellulare) abbia un ruolo predominante nell’immunità 
antitumorale. I principali responsabili della citotossicità cellulare sono i Linfociti T Citotossici (CTL) e le 
cellule Natural Killer (NK) (Canevari et al., 1996). 
I linfociti T citotossici attaccano le cellule tumorali rilasciando perforine ed enzimi tossici in seguito a un 
segnale di innesco costituito dal riconoscimento degli antigeni tumorali processati e presentati in 
associazione a molecole del complesso maggiore di istocompatibilità di classe prima (MHC I) da parte 
delle cellule presentanti l’antigene (APC) e cellule dendritiche (DC). 
Le cellule Natural Killer giocano un ruolo chiave nella distruzione e nel controllo della crescita di cellule 
tumorali. Le cellule NK non presentano un recettore specifico per un particolare antigene bersaglio ma 
riconoscono cellule opsonizzate da anticorpi, attraverso il legame della loro parte Fc tramite il recettore 
FcγRIII (CD16) capace di interagire con le sottoclassi anticorpali IgG1 e IgG3. Le NK riconoscono 
inoltre cellule che non presentano una quantità sufficiente di molecole MHC o espongono una loro 
forma alterata, uno stato tipico di alcune forme tumorali (Clynes et al., 2000). 
Oltre a questi tipi cellulari, i linfociti T helper (Th, che esprimono la glicoproteina CD4) contribuiscono ad 
indurre una effettiva risposta immunitaria antitumorale. Dopo il contatto con l’antigene mediano la 
maturazione e l’attivazione delle cellule adibite alla presentazione dell’antigene e rilasciano citochine 
che potenziano e regolano la risposta immune stimolando i CTL e la produzione di anticorpi da parte dei 
linfociti B.  




 gli antigeni tumore specifici che sono specificamente espressi dalle cellule tumorali e non si 
riscontrano sulle altre cellule dell’organismo (per esempio: neoantigeni da proteine virali e proteine 
modificate per mutazione); 
 gli antigeni tumore associati che non sono esclusivi delle cellule neoplastiche ma sono espressi 
anche su cellule normali. Questi possono essere antigeni espressi solo in certi stadi di 
differenziamento cellulare (per esempio: antigene carcino-embrionale) o solo in certi tipi cellulari 
(cluster di differenziamento). Infine, certi antigeni tumore-associati possono essere presenti a bassi 
livelli sulle cellule normali, aumentando notevolmente la loro espressione sulle cellule tumorali (Elgert, 
2002). 
La selezione di una molecola bersaglio adeguata è fondamentale per lo sviluppo di una terapia 
antitumorale che preveda l’impiego di anticorpi specifici. Uno degli ostacoli principali al loro utilizzo è 
infatti costituito dalla modulazione antigenica: essa consiste nel rilascio dell’antigene tumorale in 
circolo o nella comparsa di popolazioni di cellule neoplastiche che non evidenzino tale antigene. 
Idealmente, per avere un significato dal punto di vista diagnostico ed immunoterapico,  il bersaglio di 
un anticorpo monoclonale antitumorale deve possedere le seguenti caratteristiche:  
1. alta e/o selettiva espressione sulle cellule tumorali (rispetto alle cellule normali);  
2. conformazione appropriata ed espressione stabile per il riconoscimento corretto e costante da parte 
dell’anticorpo;  
3. espressione sulla maggior parte delle cellule tumorali e presenza in un ampio spettro di tumori;  
4. eventuale correlazione funzionale con la tumorigenesi (Trikha et al., 2002).  
 
Classificazione degli antigeni tumorali 
Proteine associate a virus - Derivate da EBV, HPV, HBV, HCV, HTLV-1, ed altri    
Antigeni tumore-associati - Espressi su tessuti normali e aumentati su tumori      
  come HER-2/neu, Tyrosinase, MART, ed altri 
    
Antigeni tumore-specifici - Proteine autologhe mutate come ras, p53 ed altre 
 
- Epitopi autologhi mutati come gangliosidi e mucine 
Livelli anormali di antigeni espressi solo durante 
lo sviluppo tumorale e in particolari tessuti  
- MAGE, PAGE ed altri 
 
- Antigeni oncofetali come CEA e FP 
 
Tabella 1. Principale classificazione degli antigeni tumorali da Macor P, Tedesco F, Complement as effector system in 






4.1.1.1 Antigeni tumorali significativi per la pratica clinica  
Il CD20 è stato il primo antigene tumore associato 
che è stato utilizzato a fini terapeutici. È una 
fosfoproteina di membrana di 35 KDa che forma delle 
strutture tetrameriche ed è presente nelle fasi di 
maturazione dei linfociti B, CD20 si trova infatti sui 
linfociti pre-B e sui linfociti B maturi normali e 
neoplastici, ma non sulle cellule staminali 
emopoietiche, sulle cellule pro-B, sulle plasmacellule 
normali secernenti anticorpi o su altri tessuti normali 
(Cotran et al., 1999; Golay et al., 2000). L’antigene 
viene espresso in modo omogeneo sul 90-95% dei 
linfomi a cellule B ad una densità di 50.000-200.000 
molecole per cellula tumorale. Il CD20 non viene 
internalizzato in seguito al legame da parte di 
anticorpi specifici e non viene rilasciato nello spazio 
extracellulare (Press et al., 2001). Sebbene la funzione del CD20 non sia stata ancora pienamente 
chiarita, si ipotizza che formi o controlli un canale per il Ca2+ regolando l’influsso di questo attraverso la 
membrana plasmatici. Le cellule B utilizzano i canali per il Ca2+ nelle fasi fondamentali di inizio e 
progressione del ciclo cellulare. Il suo ruolo nello sviluppo del linfocita B è comunque dubbio perché topi 
knock out per CD20 hanno linfociti B apparentemente normali dal punto di vista del loro sviluppo e 
numero. Agire in maniera specifica contro questo 
bersaglio permetterebbe di eliminare la maggior parte 
delle cellule B (comprese quelle tumorali), 
preservando i precursori necessari alla corretta 
ripopolazione dei linfociti B; a questo scopo è stato 
sviluppato Rituximab, un anticorpo monoclonale 
chimerico in grado di legare in maniera molto 
specifica il CD20 ed attivare il sistema immunitario 
(Press et al., 2001). 
Un’altra proteina classificata come antigene 
associato a tumore è il CD52, una glicoproteina di 
21-28 KDa panleucocitaria, abbondantemente 
espressa in particolar modo sulla membrana di 
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Figura 1. Struttura del CD20 e sito di legame di 
Rituximab Da Pescovitz, M.D., Rituximab, an anti-cd20 
monoclonal antibody: history and mechanism of action. 
Am J Transplant, 2006. 
Figura 2. Struttura del CD52, la parte in azzurro 




linfociti sia B che T e monociti (normali e neoplastici), ma assente nelle cellule staminali emopoietiche. 
Anche questo antigene, definito per la prima volta nel 1989 (Fourth International Whorkshop On 
Human Leukocyte Differentiation Antigen), è espresso in superficie con elevata densità molecolare 
(5x10⁷ molecole per cellula) e possiede caratteristiche elettive in qualità di possibile bersaglio 
molecolare. CD52 risulta infatti espresso consistentemente nelle cellule neoplastiche, non offre 
variazioni di espressione in superficie nelle diverse fasi del ciclo cellulare, non viene internalizzato in 
risposta al legame anticorpale e, infine, non viene secreto in forma solubile. La struttura molecolare 
antigenica di CD52 è costituita da un oligopeptide con sequenza di 12 aminoacidi, legato ad un 
complesso oligosaccaride, collegato alla memabrana citoplasmatica attraverso il legame tra una 
molecola di etanolamina e il glicosil-fosfatidilinositolo (GPI), configurando pertanto una proteina di 
classe GPI anchor protein. Questa proteina viene riconosciuta dall’ Alemtuzumab (Campath-1H), un 
anticorpo umanizzato approvato nel 2001 dalla FDA per il trattamento della leucemia linfocitica cronica  
(Robak, 2005). 
Un altro antigene su cui si stanno facendo numerose 
indagini e che potrebbe essere un ottimo bersaglio 
per l’immunoterapia è il CD162 o PSGL1 (P-selectin 
glycoprotein ligand 1), una glicoproteina 
omodimerica, costituita di due subunità del peso di 
120 kDa legate da un ponte disolfuro , che porta un 
epitopo sialyl Lewis X, un limitato numero di N-
glicani e diversi O-glicani sialilati (Moore et al., 
1994). Questa glicoproteina è normalmente 
espressa sui microvilli dei leucociti polimorfonucleati, 
dei monociti e dei linfociti T e, se correttamente 
glicosilata, può legare con differente affinità le selectine P, L ed E. L’interazione di PSGL1 con la P 
selectina presente sulla membrana delle piastrine attivate e sulle cellule endoteliali gioca un ruolo 
chiave nel reclutamento iniziale dei leucociti verso il sito di infiammazione (Moore et al., 1994), ma 
accanto alla funzione adesiva cellula-cellula e cellula-matrice, diverse osservazioni hanno portato a 
concludere che PSGL1, quando localizzata a livello dei lipid rafts,  può anche agire come molecola 
capace di attivare un meccanismo di trasduzione del segnale intracellulare (Abbal et al., 2006). A 
questo proposito, nonostante la pathway molecolare in cui PSGL1 è coinvolto non sia stata ancora 
completamente caratterizzata, è stato dimostrato che il reclutamento di questo ligando nei neutrofili 
induce attivazione della famiglia ERK delle Map chinasi e della GTPasi Ras, inoltre induce la 
secrezione di citochine come l’interleuchina 8 (Jwa Hidari et al., 1997). 
Figura 3. Struttura di PSGL1 Da Andrew D. Blann et 
al., The adhesion molecule P-selectin and 




Recenti studi condotti in modelli murini hanno inoltre rivelato l’esistenza di nuove funzioni biologiche in 
cui è coinvolto PSGL1 nel sistema immunitario, ad esempio attraverso l’interazione con la P selectina 
sembra sia capace di indurre la generazione di cellule dendritiche tolerogeniche (Urzainqui et al., 2007), 
mentre il cross-linking di PSGL1 attraverso l’anticorpo monoclonale TAB-4 si è dimostrato efficace 
nell’innescare la morte cellulare caspasi-indipendente dei linfociti T attivati (Chen et al., 2004). Questo 
anticorpo anti-PSGL1 ha dimostrato un forte effetto terapeutico nel controllo del rigetto dei trapianti, 
nella GVHD (graft versus host disease) e in altri disordini autoimmuni mediati dai linfociti T nei topi 
(Huang et al., 2005).  
L’espressione di PSGL1 nelle cellule di mieloma multiplo, il suo ruolo di molecola di adesione coinvolta 
nell’interazione con la membrana basale e la sua funzione come molecola segnale coinvolta in 
numerose pathways intracellulari ed in particolare nell’induzione dell’apoptosi, inducono ad investigare il 
possibile ruolo di PSGL1 come target molecole nell’immunoterapia del mieloma multiplo basata 
sull’utilizzo di anticorpi monoclonali.nRecenti studi sul CD162  hanno portato alla conclusione che 
questo antigene possa essere considerato un marker di differenziazione plasmacitario, poiché esso è 
costantemente espresso sia sulle cellule di mieloma multiplo che in altri disordini linfoproliferativi che 
mostrano una differenziazione delle plasmacellule (Florena et al., 2005). 
Nel caso del carcinoma ovarico, rivestono particolare importanza gli antigeni CA125 (Cancer Antigen 
125), MUC1 (Human Mucin 1, episialina) e il recettore per il folato (FR). CA125 è una glicoproteina 
prodotta dall’epitelio sieroso che viene anche rilasciata in circolo: rappresenta il marcatore del 
carcinoma ovarico meglio studiato dal momento che viene espresso da diverse linee cellulari cancerose 
(Basaran et al., 2006). MUC1 è una mucina epiteliale polimorfica legata alle membrane che viene 
espressa sulla superficie luminale dell’epitelio ghiandolare ed è altamente espressa in forma 
deglicosilata nei carcinomi e nelle lesioni metastatiche (Wilkinson et al., 2000). 
Il FR è una glicoproteina di 38-39 KDa che trasporta il folato grazie alla formazione di vescicole di 
endocitosi nel punto in cui si verifica l’interazione tra l’acido folico e il suo recettore. In un secondo 
momento, il legame recettore-folato si rompe e il recettore ritorna così sulla membrana plasmatica e la 
molecola vitaminica si dirige verso i mitocondri. A livello mitocondriale, il folato viene nuovamente 
trasformato nel derivato poliglutammico ed è solo in questa forma che può essere trattenuto all’interno 
della cellula (Coney et al., 1991). Sono note tre isoforme del FR: l’ isoforma α, la β e la γ.   L’isoforma 
FR-α viene espressa a bassissimi livelli sulla superficie di tessuti epiteliali normali (epitelio dell’ovidotto), 
a livello medio in rene (tubuli prossimali e distali), polmone e mammella e ad alti livelli nei tessuti 
placentari (Coney et al., 1991). Nel 90% dei carcinomi ovarici si evidenzia un’iperespressione del FR-α 
e questo fatto è dovuto alle necessità delle cellule neoplastiche di avere a disposizione una quantità 
maggiore di materiale nucleotidico rispetto ad una cellula normale (Neglia et al., 1999). Un importante 




dell’anello purinico delle basi azotate (Reginald et al, 1998). E’ quindi ragionevole interpretare 
l’iperespressione di FR da parte delle cellule tumorali come un tentativo delle stesse di avere a 
disposizione più materiale nucleotidico per far fronte ad una intensa attività proliferativa (Miotti et al., 
1997). FR-α è stato considerato come antigene associato al carcinoma ovarico ed è quindi stato 
utilizzato come bersaglio per l’immunoterapia di questo tumore. Dal momento che il livello di 
espressione di questa proteina di membrana nelle cellule tumorali (circa 1 milione di unità per cellula) è 
da 10 a 100 volte superiore ripetto alle cellule da cui deriva (Coney et al., 1994), va sottolineato il fatto 
che la possibilità di innesco di reazioni indesiderate verso cellule normali è conseguentemente ridotto al 
minimo. Inoltre nei tessuti non tumorali il FR-α ha una distribuzione confinata alla superficie apicale 
delle cellule mentre nei carcinomi ovarici è distribuito su tutta la superficie cellulare. Altra importante 
caratteristica è che il FR-α non viene internalizzato dopo legame con anticorpi specifici (Neglia et al., 
1999). 
Un altro importante esempio di antigene tumore associato, soprattutto per la sua importanza a livello 
clinico, è HER-2, un recettore tirosin-chinasico transmembrana la cui espressione è aumentata in circa il 
30% dei tumori della mammella e risulta alterata anche in altre neoplasie come ad esempio gli 
adenocarcinomi dell’ovaio, della prostata, del polmone e del tratto gastrointestinale. Viene riconosciuto 
dall’anticorpo monoclonale umanizzato Trastuzumab approvato dalla FDA nel 1998 per il trattamento di 
alcune forme del carcinoma alla mammella (Spiridon et 
al., 2002). 
Un’altra molecola che ha attirato una forte attenzione 
negli ultimi anni è TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing 
ligand), membro della famiglia dei ligandi del TNF, 
capace di indurre apoptosi attraverso il legame ai 
recettori TRAIL-R1 e TRAIL-R2 (Wajant et al., 2002). 
Poiché infatti la loro attivazione induce apoptosi in un 
ampio spettro di neoplasie umane, ma solo raramente in 
cellule non trasformate (Wajant et al.,2002; Mori et al., 
2005), dal punto di vista clinico l’uso di forme solubili 
ricombinanti di TRAIL e di anticorpi specifici, agonisti dei 
recettori TRAIL-R1 ed R2, come agenti antitumorali 
sembra particolarmente promettente per il trattamento di 
diverse forme neoplastiche (Mori et al., 2005). In quest’ 
ultimo caso in particolare viene evidenziato un diverso effetto antitumorale esplicato dall’utilizzo di una 
molecola anticorpale, oltre ai più diffusi meccanismi d’azione di ADCC e CDC, infatti, un anticorpo può 
esplicare il proprio effetto terapeutico direttamente attraverso l’interazione con recettori presenti sulla 
Figura 4. Struttura di TRAIL e TRAIL-R Da 
Hersey et al., How melanoma cells evade 





superficie cellulare, bloccando il legame dei naturali ligandi al rispettivo recettore o per l’appunto 
inducendo meccanismi apoptotici (Mori et al., 2005). Inoltre occorre precisare che per quanto riguarda il 
sistema di apoptosi indotta da TRAIL, dal punto di vista terapeutico il targeting specifico attraverso 
l’utilizzo di anticorpi agonisti dei recettori TRAIL-R1 ed R2 può essere più efficace nell’induzione della 
morte cellulare rispetto all’applicazione di molecole ricombinanti di TRAIL. Questo è dovuto al fatto che 
molte cellule tumorali possono aggirare il segnale apoptotico indotto da TRAIL mediante 
l’iperespressione di recettori decoy, cioè di TRAIL-R3 e TRAIL-R4, recettori di membrana, e 
dell’osteoprotegerina (OPG), un recettore solubile che riducono la disponibilità di TRAIL legando questa 
molecola, ma risultando incapaci di innescare l’apoptosi (Mori et al., 2005).  
Attualmente sono già stati prodotti dalla Human Genome Sciences INC (Rockville, MD) e sono in fase di 
studio in clinica degli anticorpi completamente umanizzati agonisti sia del recettore TRAIL-R1 
(Mapatumumab HGS-ETR1, TRM-1) che del recettore TRAIL-R2 (Lexatumumab HGS-ETR2). I primi 
risultati raccolti sono molto favorevoli e mostrano un buon profilo di sicurezza e tollerabilità in pazienti con 
neoplasie in stadio avanzato (Ashkenazi et al., 2008).  
Questi sono solo alcuni esempi delle molecole che si sono dimostrate in grado di caratterizzare alcuni tipi 
di cellule tumorali ma la lista è in continuo aumento, soprattutto considerando i risultati dei nuovi approcci 
della ricerca che riescono a confrontare in maniera sempre più precisa i tessuti tumorali e quelli sani da 
cui derivano. 
 
4.1.2 Anticorpi e loro bersaglio 
Il linfocita B maturo lascia il sito della sua sintesi (midollo osseo) esprimendo immunoglobuline di 
membrana (IgM e IgD) che hanno una singola specificità antigenica. Questi linfociti B vergini che non 
hanno mai incontrato l’antigene circolano nel sangue e nella linfa e sono trasportati negli organi linfatici 
secondari. Quando un linfocita B è attivato dall’antigene specifico per il suo anticorpo di membrana, 
prolifera (espansione clonale) e si differenzia generando una popolazione di plasmacellule secernenti 
anticorpi e una di linfociti B memoria (Goldsby et al., 2000). 
Gli anticorpi, o immunoglobuline (Ig), sono delle glicoproteine tetrameriche di circa 150 KDa costituite 
da due catene pesanti (Heavy, H) di circa 50 KDa (440 aminoacidi) e da due catene leggere (Light, L) di 
25 KDa (220 amminoacidi), uguali a due a due. Catene pesanti e leggere sono tenute insieme da 
legami idrogeno e ponti disolfuro intercatenari e sono costituite da domini, ciascuno dei quali è  formato 
da 110 amminoacidi. Abbiamo 2 domini nella catena L e 4 o 5 domini nella catena H a seconda della 
classe. Nell’uomo infatti esistono 5 classi di immunoglobuline: IgG, IgM, IgA, IgE, IgD. Le IgM e le IgE 
hanno 5 domini H, mentre le altre classi ne hanno 4, ma posseggono tra il secondo ed il terzo dominio 




I primi domini, all’N-terminale, di ogni catena L ed H costituiscono la porzione variabile (V) 
dell’anticorpo, in cui si trova il sito specifico di legame per l’antigene. All’interno di questo sito sono 
presenti tre regioni ipervariabili, dette regioni determinanti la complementarietà (CDR, complementarity-
determining regions), che presentano la massima variabilità della catena aminoacidica (Kim et al., 
2005). 
Nel genoma le regioni V delle Ig sono codificate da una serie di segmenti genici distinti che codificano 
per versioni alternative di diversi frammenti di queste regioni. Perché si produca un gene funzionale è 
necessario che si verifichi un processo detto ricombinazione somatica, in cui i segmenti appropriati 
possono riarrangiarsi in diverse combinazioni, evento che sta alla base della grande diversità 
aminoacidica delle regioni V (Wabl et al., 1999). La restante parte delle catene L ed H costituisce la 
porzione costante (C) dell’anticorpo. Le catene L possono avere due diverse sequenze aminoacidiche 
nella porzione C, designate con kappa (κ) e lambda (λ), mentre le differenze nelle regioni C delle 
catene H definiscono le 5 classi (o isotipi) di Ig nominate in precedenza, delle quali ognuna svolge 
diverse funzioni nella risposta immunitaria.  
Le IgG sono la classe immunoglobulinica più abbondante nel siero e rappresentano circa l’80% delle  
immunoglobuline sieriche totali. Nell’uomo sono presenti 4 sottoclassi di IgG distinte in base a 
differenze presenti nella sequenza della catena H e numerate sulla base della concentrazione media 
decrescente nel siero: IgG1, IgG2, IgG3, IgG4. Le IgM possono essere sia monomeriche (espresse a 
livello dei linfociti B) che pentameriche (a livello sierico) e rappresentano il 5-10% delle immunoglobuline 
del siero. Le IgA rappresentano solo il 10-15% delle immunoglobuline del siero, ma sono la classe di 
anticorpi predominante nelle secrezioni esterne come il latte, la saliva e le lacrime. Le IgE mediano le 
reazioni di ipersensibilità immediata che producono i sintomi di febbre da fieno, asma e shock 
anafilattico. Le IgD, infine, rappresentano solo lo 0,2% delle immunoglobuline seriche e, insieme alle 
IgM, costituiscono le immunoglobuline di membrana dei linfociti B. Si ritiene che abbiano un ruolo 
chiave nell’attivazione del linfocita da parte dell’antigene.  
Le molecole anticorpali vengono funzionalmente divise in tre frammenti: due frammenti identici Fab, 
ovvero frammenti di legame all’antigene costituiti dalle porzioni VLCL accoppiate a quelle VHCH1,ed un 
frammento Fc, costituito dai domini CH2-CH3 o CH2-CH3-CH4 delle due catene H unite da ponti disolfuro,  
mediatore delle funzioni effettrici degli anticorpi. Sono infatti proprio i domini CH2 e CH3 che sono in 
grado di attivare, a seconda della classe anticorpale, la cascata complementare e quindi la citotossicità 
complemento dipendente (CDC), la citotossicità cellulare anticorpo dipendente (ADCC), la fagocitosi, 
l’attivazione delle mast-cellule (Goldsby et al., 2000).  Inoltre la regione Fc è associata all’emivita sierica 
dell’anticorpo, che per una IgG umana è di circa tre settimane, mentre quella dei frammenti genici è di 
appena poche ore. Ciò è dovuto al fatto che sulle cellule endoteliali dei vasi sanguigni sono presenti dei 




(Kim et al., 2005). E’ utile precisare, inoltre, che nel contesto del Fab, i domini VH e VL costituiscono il 
frammento variabile (Fv). 
La maggior parte degli antigeni presentano più epitopi (chiamati anche determinanti antigenici), che 
sono le regioni immunologicamente attive di un antigene, cioè le regioni che effettivamente legano gli 
anticorpi. Per questo motivo le molecole antigeniche inducono la proliferazione e la differenziazione di 
più cloni di cellule B attivate, ciascuno derivato da un linfocita B le cui immunoglobuline riconoscono un 
particolare epitopo. Queste sono diverse tra loro come risultato della ricombinazione genica iniziale, ma 
anche per effetto di due ulteriori meccanismi di diversificazione. Nel primo, detto ipermutazione 
somatica (Stavnezer, 1996),  i geni che codificano per le regioni V delle catene L e H delle Ig subiscono 
modificazioni strutturali dovute alla sostituzione di nucleotidi (mutazioni puntiformi), che servono a 
selezionare molecole anticorpali con maggiore affinità per l’antigene (maturazione dell’affinità); per 
effetto del secondo, detto switch di classe, invece, dopo l’incontro con l’antigene si ha la sostituzione 
delle regioni C delle catene H in modo da generare Ig con funzioni effettrici più specifiche. Da questa 
risposta deriva una produzione eterogenea di anticorpi sierici che vengono definiti anticorpi policlonali. 
Estremamente importanti in un contesto di immunoterapia antitumorale sono gli anticorpi monoclonali 
che possono venire creati in laboratorio dalla fusione tra cellule spleniche di topo con cellule 
mielomatose umane; cellule B immortali producono Ig identiche che riconoscono tutte lo stesso epitopo 
sull’antigene (Goldsby et al., 2000). 
 
5 Gli anticorpi monoclonali  
La specificità di un anticorpo per il corrispettivo antigene rende le molecole anticorpali ottimi reagenti 
per l’identificazione e la quantificazione di un particolare antigene. Sotto tale aspetto essi vengono 
ampiamente utilizzati in una vasta gamma di test di laboratorio o come agenti terapeutici, ma per queste 
applicazioni sono necessarie grandi quantità di anticorpi con la medesima specificità (Glennie et al., 
2000). Negli ultimi anni sono stati messi a punto sistemi per l’isolamento e la coltura in vitro di cellule 
capaci di produrre un singolo anticorpo specifico: esse rappresentano, come accennato, una fonte di 
anticorpi monoclonali, ovvero anticorpi generati da un unico clone cellulare (plasmacellula). Pertanto 
tutte le cellule che derivano dal clone producono anticorpi dotati dello stesso sito di legame per 
l’antigene e dello stesso isotipo. 
Tuttavia i linfociti B non possono essere coltivati in vitro facilmente, pertanto non è possibile una 
produzione efficace su larga scala di anticorpi monoclonali. Affinché questo sia possibile è necessario 
utilizzare cellule ibride, derivanti dalla fusione di una plasmacellula con una cellula di mieloma multiplo, 
una forma tumorale a carico delle plasmacellule, che in vivo si manifesta con sovrapproduzione di un 
unico tipo di anticorpo. La linea cellulare che ne deriva è detta ibridoma e può crescere e sintetizzare 




L’animale prescelto per la produzione di anticorpi monoclonali in laboratorio è il topo, che dopo essere 
stato immunizzato con l’antigene d’interesse, viene sacrificato e vengono prelevati i linfociti della milza. 
Dopo la fusione con le cellule di mieloma, gli ibridi vengono seminati su terreno HAT (ipoxantina, 
timidina, aminopterina). Questo terreno permette la selezione, che si basa sul fatto che l’aminopterina 
blocca la sintesi endogena delle basi azotate in tutte le cellule: la linea mielomatosa e i relativi omoibridi 
muoiono in quanto privi dell’enzima ipoxantina-guanina fosforibosil transferasi (HGPRT) che 
permetterebbe loro di utilizzare l’ipoxantina per la sintesi delle basi azotate. I linfociti pur possedendo 
questo enzima, in coltura muoiono naturalmente per senescenza dopo poche divisioni. Gli eteroibridi 
sono l’unico tipo cellulare che può sopravvivere su questo terreno. 
La tecnologia dell’ibridoma è stata sviluppata negli anni ’70, quando Kohler e Milstein riuscirono a 
fondere cellule mielomatose immortali con linfociti B produttori di anticorpi. Una parte delle cellule ibride 
risultava essere stabile, con caratteristiche di entrambi i tipi di cellule, presentando sia crescita 
cancerosa che capacità di produrre anticorpi, costituendo quindi una fonte inesauribile di anticorpi 
monoclonali (Kohler et al, 1975). 
 
6 Ingegneria degli anticorpi monoclonali 
La molecola anticorpale “ideale” varia a seconda dell’applicazione e delle caratteristiche che devono 
essere soddisfatte per migliorarne gli utilizzi diagnostici o l’efficacia terapeutica. Gli anticorpi, proprio 
grazie alla loro struttura in domini, possono essere divisi nei loro frammenti tramite digestione 
proteolitica o grazie alla tecnologia del DNA ricombinante. L’ingegneria genetica permette inoltre una 
manipolazione fine, con possibilità di produrre mutanti e di utilizzare singoli domini Ig. I geni codificanti 
per i domini variabili e costanti sono stati usati per costruire una grande varietà di frammenti 
anticorpali.  
 
6.1 Diminuzione  dell’immunogenicità  
È possibile modificare la struttura degli anticorpi al fine di prevenire una risposta immunitaria dell’ospite 
verso di essi e quindi una drastica  diminuzione degli effetti terapeutici. I primi anticorpi monoclonali 
utilizzati erano murini ed inducevano per loro natura la formazione di anticorpi umani anti-topo (HAMA, 
human anti-mouse antibody). Gli HAMA causavano la rapida rimozione degli anticorpi di topo dalla 
circolazione sanguigna, insieme ad effetti dannosi per il paziente, impedendo somministrazioni 
ripetute. Inoltre anticorpi monoclonali murini sono per lo più incapaci di causare risposte effettrici 
umane. Per diminuire l’immunogenicità degli anticorpi murini ed aumentare la loro efficacia sono stati 
fatti passaggi progressivi, grazie alla tecnologia del DNA ricombinante, verso la loro completa 
umanizzazione. Inizialmente sono stati creati gli anticorpi chimerici che presentano i domini C 




un esempio, i domini C sono quelli di una catena pesante IgG1 e di una leggera κ umane, mentre i 
domini V sono murini. Gli anticorpi chimerici però sono ancora in grado di indurre una risposta 
immunitaria e per questo motivo sono stati prodotti gli anticorpi umanizzati che, contrariamente ai 
precedenti, sono quasi completamente umani, ad eccezione per la regioni determinanti la 
complementarietà (CDR) che derivano dalla specie usata per l’immunizzazione, per lo più di topo o di 
ratto, come nel caso di Alemtuzumab in cui la cornice è quella di una IgG1 umana. Si è visto però che 
anche utilizzando cronicamente queste molecole si ha una risposta immunitaria. In laboratorio è 
possibile creare degli anticorpi monoclonali completamente umani che non inducono risposte 
immunitarie, ma solo negli ultimi anni molecole simili stanno entrando nella pratica clinica (Goldsby et 
al., 2000). Questi anticorpi possono essere prodotti da topi transgenici in cui il locus delle 
immunoglobuline è stato inattivato e sostituito da quello delle immunoglobuline umane oppure grazie 
all’utilizzo di librerie fagiche di espressione che permettono di isolare domini variabili umani 
monoclonali, di  ingegnerizzarli e convertirli in anticorpi umani completi . 
 
 
6.2 Il Phage Display 
La tecnologia del Phage Display, che ha iniziato a diffondersi a metà degli anni ‘90, ossia l’esposizione 
di polipeptidi sulla superficie di fagi filamentosi, permette la costruzione di grandi librerie di ligandi 
(peptidi e proteine) mediante la loro espressione come prodotti di fusione delle proteine di superficie del 
capside dei fagi. Inoltre permette la successiva selezione delle proteine di fusione con determinate 
caratteristiche espresse sui fagi. Numerosi sono i peptidi e le proteine che in varie applicazioni sono 
state esposte sulla superficie dei fagi filamentosi: citochine, recettori, enzimi (enzyme technology), 
substrati, inibitori di enzimi, inoltre il display ha avuto successo con proteine secrete, citoplasmatiche e 
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nucleari (Benhar, 2001). Di grande interesse è il fatto che questa tecnica può essere usata per 
selezionare anticorpi ad alta affinità per uno specifico target. 
I fagi filamentosi hanno una struttura simile ad un filamento flessibile, lungo circa 900 nm e spesso 6-10 
nm, e sono formati da un capside che racchiude il DNA a filamento singolo (ssDNA) covalentemente 
chiuso, della lunghezza di  circa 6400 paia di basi, che codifica per 10 proteine implicate nella 
replicazione, morfogenesi e formazione del capside virale. Il capside è costituito da circa 2700 molecole 
della proteina codificata dal gene 8 (g8p) che interagisce con il DNA virale: la lunghezza del capside 
dipende dalle dimensioni del DNA, infatti DNA di dimensioni maggiori viene incapsidato aggiungendo 
ulteriori subunità di questa proteina. Le due estremità del fago sono caratterizzate da una diversa 
composizione proteica: ad una estremità si trovano 3-5 copie delle proteine codificate dai geni 7 e 9 
(g7p e g9p), essenziali per un corretto assemblaggio del capside (Smith et al., 1997). All’estremità 
opposta si trovano 3-5 copie delle proteine codificate dai geni 3 e 6 (g3p e g6p). La proteina g3p è 
essenziale per il riconoscimento del pilus batterico e per l’entrata del fago durante il processo infettivo 
(infezione non litica). Il fago infetta la cellula batterica attraverso il pilus, dopodiché gli enzimi batterici 
provvedono alla replicazione e traduzione del genoma virale e producono tutte le proteine necessarie 
alla sintesi di nuove particelle virali. Durante il ciclo vitale di un batterio possono essere prodotte fino a 
100-300 particelle fagiche. 
 
 
Figura 6.  Struttura schematica di un fago filamentoso 
 
La produzione dei fagi di fusione avviene clonando nel genoma del fago il DNA d’interesse codificante 
per il gene della proteina estranea che si vuole esprimere. Normalmente il gene viene inserito 
all’estremità 5’ del gene 3 oppure del gene 8, in modo che la proteina d’interesse risulti clonata 




opportuno clonare a monte del gene 3, in quanto la proteina di fusione, anche se di dimensioni elevate, 
non interferisce con il corretto assemblaggio della particella fagica. Tuttavia vengono espresse soltanto 
5 copie della proteina sulla superficie del fago. Nel caso di librerie peptidiche invece si utilizza il gene 
g8p, in quanto un peptide è relativamente piccolo e può essere espresso su tutte le 2700 copie della 
proteina del capside. Se l’inserzione del DNA estraneo viene effettuata “in frame”, ovvero rispetta la 
cornice di lettura, verrà prodotta una proteina di fusione in cui il peptide estraneo è esposto ad 
un’estremità del fago. 
Una caratteristica significativa e vantaggiosa di questa tecnologia è il legame tra il fenotipo della 
proteina espressa in fusione al fago e il suo genotipo, in quanto il DNA che la codifica è presente 
all’interno del capside del fago stesso (Winter et al., 1994). 




Figura  7. Ciclo di selezione di Phage Display 
 
L’uso di vettori fagici presenta alcuni svantaggi, come ad esempio la difficile manipolazione del DNA a 
singolo filamento, o il fatto che le proteine g3p ricombinanti interferiscono con l’infettività del fago; inoltre 
quando l’inserto è di grandi dimensioni tende ad essere eliminato per fenomeni di ricombinazione 
genica (Smith, 1985). In questi casi può essere utile utilizzare vettori fagmidici, ovvero ibridi tra vettori 
plasmidici e fagici (Mead et al., 1988). Vettori di questo tipo comprendono oltre all’origine di replicazione 




un’origine di replicazione non fagica (batterica), una resistenza ad un antibiotico e il DNA della proteina 
di fusione (gene g3p) con appropriato sito multiplo di clonaggio sotto il controllo di un promotore 
inducibile. Usando il vettore fagmidico, per costruire particelle fagiche mature in grado di infettare altri 
batteri, è necessario l’apporto di un fago coadiutore (helper) che porti l’informazione per tutte le proteine  
strutturali necessarie e non codificate dal fagmide. Un’altra caratteristica fondamentale del vettore 
fagmidico è data dalla possibilità di ottenere la proteina clonata in forma solubile. Questo viene ottenuto 
inserendo una mutazione amber, corrispondente ad un codone di stop, tra il gene clonato ed il gene 
virale. In condizioni normali, la mutazione viene soppressa utilizzando batteri ospiti come il ceppo di 
Escherichia Coli DH5αF’ che sintetizza un tRNA che riconosce la mutazione e porta alla formazione 
della proteina di fusione. Quando invece si utilizzano ceppi come l’HB2151, la mutazione causa 
l’interruzione della sintesi proteica e la proteina clonata viene secreta nel periplasma batterico (Mead et 
al., 1988). 
 
6.2.1 Librerie anticorpali 
La tecnologia del phage display ha un importante campo d’applicazione nella produzione di anticorpi 
ricombinanti monoclonali.  
Per costruire una libreria anticorpale è necessario amplificare le regione geniche d’interesse, derivanti 
da anticorpi monoclonali, o estraendo l’mRNA da tessuti linfoidi ad esempio milza, tonsille, linfonodi, o 
dai linfociti B di sangue periferico, e ottenendo il cDNA mediante retrotrascrizione (Marks et al., 1991). 
Poichè la specificità di legame per l’antigene nelle immunoglobuline è data dalle regioni variabili, il più 
piccolo frammento anticorpale specifico per l’antigene che viene clonato ed esposto sui fagi è composto 
solamente dalle regioni VL e VH (Fv). Le modalità d’espressione sono principalmente due: 
• come frammento variabile a singola catena (single-chain fragment variable, scFv), in cui le due 
regioni variabili VL e VH sono connesse artificialmente da una catena peptidica flessibile (‘linker’) 
costituita da 15-20 aminoacidi (solitamente glicine) (Marks et al., 1992); 
• come frammento Fab (Pini et al., 2000). 
A causa dell’elevato numero di geni che codificano per le regioni variabili delle immunoglobuline 
nell’uomo, il clonaggio degli anticorpi prevede una serie di amplificazioni tramite PCR della frazione di 
cDNA, utilizzando un set di oligonucleotidi specifici che con piccole variazioni possono amplificare tutti i 
geni, poichè le estremità delle sequenze delle regioni variabili sono conservate (Griffiths et al., 1998). 
Successivamente i frammenti amplificati vengono assemblati in maniera casuale in un singolo gene 
(VH-linker-VL). Il frammento di DNA, corrispondente all’informazione per un scFv, viene inserito in un 
vettore fagmidico ed introdotto mediante elettroporazione in Escherichia coli. In questo modo i scFV 




La caratteristica più importante di una libreria è la sua variabilità, ossia la possibilità di creare un numero 
di anticorpi diversi il più elevato possibile. Il tipo di libreria usata quindi dipenderà dai linfociti di partenza 
da cui verranno amplificate le catene pesanti e leggere. Si potranno avere librerie umane oppure no, a 
seconda della provenienza; librerie dedicate o “naive”, a seconda che ci sia stata o meno una risposta 
immunitaria specifica prima dell’isolamento dei linfociti di partenza, nel qual caso si potranno ottenere 
scFv con maggiore affinità verso un determinato antigene. In tutti questi casi, comunque, si utilizzano 
linfociti che hanno superato la selezione timica nell’organismo di provenienza; questo implica il fatto che 
difficilmente si potranno ottenere scFv verso epitopi “self”. L'esposizione dei frammenti di anticorpo sulla 
superficie del fago permette di effettuare il processo di selezione ("panning") nel quale i fagi vengono 
messi in contatto con la molecola bersaglio immobilizzata su un supporto. I fagi che espongono un scFv 
in grado di interagire con la molecola restano legati al supporto, mentre gli altri vengono lavati via. La 
frazione dei fagi legati viene eluita, utilizzata per infettare E. coli (DH5αF’) ed amplificata prima di un 
successivo ciclo di selezione; i cicli di selezione di solito sono almeno tre e servono ad arricchire la 
libreria con i cloni specifici più affini. 
Dopo aver selezionato un scFv reattivo, agendo sul DNA codificante, si potranno ottimizzare le 
caratteristiche delle molecole prodotte, migliorandone affinità, valenza, dimensioni e funzioni effettrici 
(Azzazy et al.,2002). 
                 
    
Figura 8. Schema di isolamento e produzione di un minibody. 
 
6.2.1.1 Modificazione e ingegnerizzazione dei scFv  
Attualmente la tecnologia del Phage Display è una tra le più utilizzate per l’isolamento di anticorpi da 
utilizzare in terapia. Le limitate dimensioni dei scFv (circa 25KDa) permettono il loro facile passaggio  









una rapida “clearance” renale e di conseguenza una più breve emivita. Inoltre, essendo monovalenti, 
sono dotati di bassa avidità, diversamente dalle immunoglobuline native che possiedono alta specificità 
e affinità verso il loro antigene target, in quanto il legame simultaneo a due antigeni adiacenti aumenta 
l’affinità funzionale e conferisce un aumentato tempo di ritenzione sulla superficie della cellula bersaglio 
(Hudson, 1999).  
Frammenti anticorpali come i scFv possono essere sfruttati principalmente per la loro specificità di 
legame, ad esempio per bloccare l’attività di molecole quali fattori di crescita e citochine, o come 
molecole di segnale. 
Tuttavia tenuto conto del breve tempo di ritenzione al livello delle cellule bersaglio, una strategia usata 
per aumentare le dimensioni, e quindi l’emivita di queste molecole, è la “pegilazione”, ottenuta dalla 
coniugazione chimica del polietilene glicol con i gruppi amminici della proteina (Sanz et al., 2005; Lee et 
al., 1999).  
Un’altra strategia utilizzata è quella della multimerizzazione: i frammenti scFv e Fab possono essere 
infatti ingegnerizzati in molecole dimeriche, trimeriche o tetrameriche, mediante coniugazione chimica o 
genetica, ovvero attraverso modificazioni di sequenza. Esistono diversi metodi per clonare scFv 
multimerici, tra i quali il più efficiente è la semplice riduzione della lunghezza del peptide linker per 
forzare la formazione di dimeri bivalenti (diabodies, 60 kDa) (Holliger et al., 1993), trivalenti (triabodies, 
90 kDa) ( Schoonjans et al., 2001) o tetravalenti (tetrabodies, 120 kDa) (Hudson et al., 1999; Hudson et 
al., 2003), costrutti multivalenti con maggiore avidità di legame (Hudson, 1999). 
Altri esempi di modifiche della sequenza degli scFv utili per raggiungere un’alta concentrazione 
intratumorale di agenti diagnostici o terapeutici (ad esempio di radioisotopi) sono il legame a tossine, 
utile per il loro “targeting”, o il legame a biotina che costituisce una strategia di “pretargeting” e che 
permette di sfruttare l’elevatissima affinità del legame avidina-biotina per localizzare in modo 
sequenziale diverse molecole e attuare quindi un “targeting” indiretto (Macor et al., 2007). 
Negli ultimi anni, sfruttando l’architettura in domini degli anticorpi, sono state apportate diverse 
modifiche agli anticorpi monoclonali mirate alla produzione di nuovi formati anticorpali più efficienti, con 
valenze variabili per uno o più antigeni target, che presentino dimensioni intermedie in modo da 
migliorarne la farmacocinetica (Willems et al., 2003) e inoltre mirate al miglioramento sia dell’affinità, sia 





Figura 9: Rappresentazione schematica di una Ig e dei frammenti anticorpali ingegnerizzati 
 
6.3 Aumento dell’affinità  
Il legame degli antigeni con gli anticorpi è basato esclusivamente su forze non covalenti: forze 
elettrostatiche, legami idrogeno, forze di van der Waals e interazioni idrofobiche. Quanto migliore è 
l’adattamento tra le superfici interagenti dell’antigene e dell’anticorpo, tanto più forti risultano i legami 
formati da queste forze. Piccole differenze di forma e di proprietà chimico-fisiche del sito di legame 
possono conferire agli anticorpi diverse forze di legame, ovvero variarne l’affinità. 
Questo può essere fatto mediante diversi metodi quali: 
• il chain-shuffling, ovvero la sostituzione della catena leggera variabile con un repertorio di nuove 
catene (Marks et al., 1992); 
• la randomizzazione delle regioni che determinano la complementarietà (CDR) (Schiere t al., 1996); 
• la generazione di librerie anticorpali con mutazioni nelle regioni variabili causate da PCR error-
prone (amplificazione mediante una DNA polimerasi che introduce errori casuali nelle copie di DNA 
da essa prodotte); 
• l’espressione in ceppi mutanti di E.coli; 
• la mutagenesi sito-specifica (Chowdhury et al., 1999). 
 
6.4 Miglioramento delle funzioni effettrici  
Si può inoltre intervenire migliorando le funzioni effettrici degli anticorpi, fondendo la sequenza dei scFv 
a parte di quella dell’Fc di un’immunoglobulina, di solito al dominio  CH2 o ai domini CH2-CH3, e dando 
origine ad un fomato di dimensioni intermedie cosiddetto minibody o miniantibody (90 KDa). Al fine di 
potenziare l’efficacia terapeutica è possibile inoltre sceglierne l’isotipo appropriato. La maggior parte 
degli attuali anticorpi chimerici o umanizzati in uso presentano la regione Fc dell’IgG1, attiva nel 
mediare fagocitosi, ADCC e attivazione del complemento (Brekke et al., 2003), inoltre la presenza di 




fusione di un scFv all’Fc è necessario inserire anche la regione cerniera che permetta la formazione dei 
ponti disolfuro tra due minibody e quindi la dimerizzazione e che faccia sì che la flessibilità della 
molecola garantisca la corretta presentazione del dominio CH2 in modo da permettere le funzioni 
effettrici indotte dall’Fc in vivo.  
La sequenza del dominio Fc può essere manipolata in modo da aumentarne l’affinità per i recettori per i 
domini Fc delle IgG1 e IgG3 espressi sulla superficie di molte cellule immuni (FcγR), oppure il legame al 
C1q, il primo elemento della cascata complementare (Gessner et al., 1998). 
Nel dominio CH2 dell’IgG1 umana, ad esempio, l’appropriata mutazione dei residui aminoacidici Lys366 
e Glu333 (singolarmente o in combinazione), porta ad un aumentato legame del C1q e della CDC.  
Anche modifiche della glicosilazione dell’Fc  possono migliorare le funzioni effettrici: una versione di 
IgG1 con il CH2 mancante del fucosio in un sito di N-glicosilazione, ha infatti dimostrato una ADCC più 
potente, dovuta ad un aumento dell’affinità di legame per il recettore FcγRIII (Hudson, 1999).  
 
6.5 Gli anticorpi bispecifici  
La messa a punto di tecnologie quali l’ibridoma o il Phage Display ha permesso di ottenere anticorpi 
con alta affinità per l’antigene desiderato. Usando questi anticorpi come base di partenza sono stati 
sviluppate diverse metodologie che consentono la creazione di anticorpi bispecifici (Segal et al., 2001), 
le prime delle quali prevedevano un legame chimico (cross-linking) tra due molecole IgG o due 
frammenti Fab diversi, oppure la fusione di due linee di ibridoma a specificità diverse (hybrid-hybridoma) 
che risulta in una linea cellulare detta quadroma. 
Il principale svantaggio di questa tecnologia era però dato dal fatto che la produzione e l’associazione 
casuale di due differenti catene pesanti e due differenti catene leggere all’interno di una singola cellula 
portava alla produzione di una significativa percentuale di molecole non funzionali. D’altra parte il cross-
linking chimico spesso provocava perdita di funzionalità dell’anticorpo. Di conseguenza queste due 
tecnologie richiedevano complicati passaggi di purificazione per il recupero della piccola frazione delle 
molecole funzionali e bispecifiche desiderate utilizzabili in terapia (Kontermann, 2005). 
La creazione di anticorpi bispecifici ricombinanti ha permesso di evitare questi svantaggi (Zou et al. 
2000). Le strutture di partenza sono le regioni variabili di anticorpi umani, ottenuti mediante librerie di 
Phage Display o mediante topi transgenici esprimenti anticorpi umani: questo riduce i problemi di 
immungenicità, anche se studi recenti hanno dimostrato la formazione di una piccola parte di anticorpi 
diretti contro anticorpi totalmente umanizzati (HAHA, human anti-human Abs) (Ritter et al,. 2001). 
La costruzione di queste molecole generalmente parte da due scFv con differenti specificità. I single 
chain tandem (taFv) rappresentano il modo più diretto per connettere due molecole scFv con un peptide 




forma solubile, spesso è stato osservato che i taFv formano aggregati insolubili nei batteri, per cui è 
consigliabile usare sistemi d’espressione cellulari. 
I diabody bispecifici (Db) vengono prodotti partendo da frammenti scFv e riducendo la lunghezza del 
peptide linker che connette le regioni VH e VL fino a circa 5 residui aminoacidici (Takemura et al., 2000). 
Questa riduzione della lunghezza forza la dimerizzazione di due catene polipeptidiche mediante i 
legami incrociati dei domini VH e VL. Questo formato è prodotto esprimendo le due catene polipeptidiche 
nella stessa cellula (Kontermann, 2005). 
E’ possibile creare anche minibody bispecifici, formati dalla dimerizzazione di due minibody con scFv 
con diverse specificità.  Nel minibody trimerico e bispecifico (o TriBi-Minibody) ad un dominio CH3 o CH2-
CH3 di uno dei due scFv viene legato tramite un peptide linker un terzo scFv con la stessa specificità di 
uno dei due già presenti nell’anticorpo (Shahied et al., 2004). 
 
6.5.1 La strategia del “Knob into hole” 
La strategia del “knob into hole” fu originariamente proposta da Crick nel 1952 come modello per 
l’impaccamento delle catene laterali aminoacidiche tra α-eliche adiacenti (Crick, 1952). E’ stato 
dimostrato che questa strategia è efficace anche per ingegnerizzare le catene pesanti degli anticorpi in 
modo da renderne efficiente l’eterodimerizzazione (Atwell et al., 1997). 
Studi di cristallografia a raggi X hanno dimostrato che le associazioni intermolecolari tra le catene 
pesanti delle IgG nella regione Fc includono ampie interazioni proteina-proteina tra i domini CH3, mentre 
i domini glicosilati CH2 interagiscono mediante i loro carboidrati. Inoltre ci sono due ponti disolfuro che si 
formano tra le catene pesanti in modo efficiente durante l’espressione degli anticorpi nelle cellule di 
mammifero, a meno che la catena sia privata delle regioni CH2 e CH3. La regione CH3 è quindi deputata 
alla corretta dimerizzazione delle catene pesanti anticorpali, e può essere quindi opportunamente 
modificata per promuovere la formazione di eterodimeri di catene differenti (Zhu et al., 1997). 
Secondo questo approccio una variante “knob” (sporgenza) è stata inizialmente ottenuta dal 
rimpiazzamento di un piccolo aminoacido con uno di dimensioni maggiori nel dominio CH3 di una 
immunoglobulina anti-HER2/neu: questa mutazione, denominata T366Y, indica appunto che il residuo 
aminoacidico treonina in posizione 366 è sostituito dall’aminoacido tirosina. Questa sporgenza è stata 
progettata per adattarsi in una cavità (“hole”) ottenuta sostituendo un aminoacido di dimensioni maggiori 
con uno di dimensioni minori nel dominio CH3 di un anticorpo IgG anti-CD16: questa mutazione è stata 
definita Y407T (la tirosina 407 è sostituita dalla treonina) (Xie et al., 2005).  
Dopo la co-transfezione di questi due costrutti e la loro successiva purificazione, una percentuale 
significativamente più alta del totale delle proteine ottenute è rappresentato dalla proteina ibrida anti-
HER2/CD16 IgG, rispetto a quella che viene ottenuta dalla co-transfezione dei due anticorpi con le 




L’interfaccia tra due domini CH3 coinvolge 16 residui su ogni dominio, i quali sono posti su 4 foglietti beta 
anti-paralleli: le mutazioni sono state effettuate su residui localizzati sui due foglietti antiparalleli centrali. 
Il residuo T366 si trova alla distanza giusta dal residuo Y407 per un legame ad idrogeno sul dominio 
CH3 partner e costituisce il principale contatto tra le due catene. La mutazione reciproca con gli stessi 
aminoacidi è stata effettuata per mantenere il volume delle catene laterali all’interfaccia tra le due 
catene formanti l’Fc (Ridgway et al., 1996). 
 
7 Meccanismo d’azione degli anticorpi antitumorali  
Lo scopo principale della terapia antitumorale che fa uso di anticorpi monoclonali e dei loro derivati 
ingegnerizzati è quello di individuare come target specifico le cellule tumorali mediante legame 
dell’anticorpo alle molecole specifiche e di esplicare il proprio effetto terapeutico eliminando queste 
cellule con diversi meccanismi d’azione. Prima di tutto vanno distinte due forme di anticorpi terapeutici: 
anticorpi coniugati e anticorpi non coniugati. 
Gli anticorpi coniugati vengono resi citotossici mediante il legame covalente con radioisotopi (utilizzati in 
radioimmunoterapia), tossine batteriche (ad esempio l’esotossina A di Pseudomonas) e tossine vegetali 
(ad esempio la catena A della ricina) e hanno essenzialmente la funzione di veicolare, in maniera molto 
specifica, il farmaco in sede tumorale affinchè questo agisca sulla cellula riconosciuta e sulle limitrofe, 
come succede nel caso dei radioisotopi, o venga internalizzato come nel caso degli anticorpi coniugati a 
tosine; in pratica viene utilizzata principalmente la sua parte variabile che fornisce il legame con 
l’antigene tumore associato.  
I meccanismi d’azione indotti dagli anticorpi non coniugati sono invece generalmente connessi all’abilità 
dell’anticorpo, una volta riconosciuto e legato l’antigene, di regolare l’autoimmunità o 
l’immunosoppressione o, se invece ha come target la membrana delle cellule cancerose, di reclutare 
meccanismi effettori naturali che portano alla morte delle cellule tumorali quali la citotossicità cellulare 
anticorpo-dipendente, la fagocitosi indotta da anticorpi, l’apoptosi e meccanismi legati al sistema del 
complemento (Houshmand et al., 2003). 
 
7.1 Citotossicità cellulare anticorpo-dipendente (ADCC) 
Un primo meccanismo attraverso cui gli anticorpi promuovono la lisi delle cellule tumorali è l’ADCC, 
mediata dall’interazione della porzione Fc dell’anticorpo (a sua volta legato all’antigene della cellula 
bersaglio) con i recettori per Fc (FcR) espressi su un’ampia varietà di cellule. L’ADCC è stata studiata 
maggiormente per le cellule NK, le quali hanno la capacità di uccidere le cellule tumorali senza 
fagocitosi o coinvolgimento di molecole MHC. Le NK identificano i loro bersagli attraverso FcγRIII, un 
recettore a bassa affinità che permette di riconoscere qualsiasi cellula ricoperta da immunoglobuline. In 




granuli citoplasmatici, costituito da enzimi litici, perforine e granzimi. Le perforine sono proteine in grado 
di polimerizzare e formare pori sulla membrana della cellula, determinandone la lisi; i granzimi attivano 
invece dei meccanismi che producono dei segni tipici della morte cellulare programmata. 
Altri possibili tipi cellulari in grado di agire via ADCC possono essere mastcellule, basofili e macrofagi 
(con rilascio di enzimi litici, metaboliti dell’ossigeno e dell’azoto) (Goldsby et al., 2000).  
 
7.2 Fagocitosi 
La fagocitosi indotta da anticorpi (talvolta denominata ADCP, Antibody-Dependent Cellular 
Phagocytosis) consiste nell’internalizzazione della cellula tumorale. L’adesione tra le due cellule 
coinvolte viene promossa dalle molecole di anticorpo presenti sulla superficie della cellula tumorale che 
vengono riconosciute dai recettori per il frammento Fc presenti su macrofagi e leucociti 
polimorfonucleati. Dopo l’adesione, la cellula tumorale viene internalizzata per fagocitosi e degradata 
dagli enzimi lisosomiali (Goldsby et al., 2000). 
 
7.3 Apoptosi  
La divisione, il differenziamento e la morte di una cellula sono eventi altamente regolati e la perdita di 
singole cellule riveste un ruolo primario nel mantenimento dell’omeostasi tissutale. Per questo motivo la 
morte cellulare viene considerata un vero e proprio processo fisiologico e, in quanto tale, è soggetto a 
rigorosi e complessi meccanismi di controllo. I processi di morte cellulare conosciuti sono 
essenzialmente due: la necrosi e l’apoptosi. Mentre la necrosi è un processo di morte cellulare non 
controllato, accidentale, passivo, disordinato, non fisiologico, che rappresenta solitamente la risposta ad 
un danno particolarmente elevato, l’apoptosi consiste in una morte cellulare programmata, un processo 
attivo, cioè controllato nel tempo e nello spazio e regolato da un preciso programma genetico di morte. 
Il termine “apoptosi” significa “staccarsi e cadere”, è apparso per la prima volta nel 1972 sul “British 
Journal of Cancer” ed è stato coniato da un patologo australiano, John Kerr, e da due collaboratori 
inglesi Andrew Wyllie e John Currie, riferendosi alla peculiare morfologia che assume la cellula quando 
attua questo programma di morte. 
Tra i diversi processi di morte cellulare, come accennato in precedenza, l’apoptosi risponde ad un 
preciso programma genico e nell’organismo adulto rappresenta un vantaggioso meccanismo di 
delezione cellulare in grado di coinvolgere generalmente singole cellule, che espongano adeguati 
antigeni di superficie, senza mai essere accompagnato da una risposta infiammatoria.  
Per questi motivi in seguito viene brevemente descritto come si evolve nel tempo il processo apoptotico, 
quali siano le vie biochimiche che mediano l’apoptosi e perchè la sua comprensione possa essere utile 
per lo sviluppo di una terapia antineoplastica. L’apoptosi in questo caso è mediata dai linfociti T 




di FAS, che legandosi al CD95, espresso a livello della cellula tumorale, ne induce l’oligomerizzazione 
(Hale et al., 1996). 
Un ruolo particolare nell’induzione dell’apoptosi è svolto dal complesso di attacco alla membrana C5b-9, 
rilevato soprattutto in processi infiammatori. È stato osservato che sia dosi sublitiche di C5b-9 che 
l’iTCC (inactive terminal complement complex ovvero MAC formatosi in soluzione non in grado di 
portare alla lisi) hanno effetto apoptotico, dovuto probabilmente a diverse vie di attivazione delle caspasi 
(Makrides, 1998).  
 
Fasi del processo apoptotico 
FASE I: Formazione dei corpi apoptotici   
E’ caratterizata da una drastica alterazione delle dimensioni e della morfologia del nucleo e del 
citoplasma. La maggior parte della cromatina si condensa (picnosi), quindi si addossa alla membrana 
nucleare interna che comincia ad invaginarsi e diventa dentellata. Si assiste in seguito ad una 
frammentazione nucleare. 
Ulteriori trasformazioni si verificano a livello del citoplasma: la cellula si contrae a causa di una drastica 
diminuzione del volume citoplasmatico dovuto alla condensazione delle proteine e 
contemporaneamente perde le connessioni con le cellule adiacenti. Si assiste in questo momento ad un 
marcato condensamento degli organuli, che comunque mantengono la loro integrità strutturale.  
Scompaiono le strutture specializzate della superficie cellulari, quali microvilli e desmosomi e 
compaiono delle vescicolazioni localizzate alla periferia della cellula. In una fase più tardiva questo 
determina la disgregazione della cellula in un numero variabile di frammenti circondati da membrana, 
che vengono chiamati corpi apoptotici. Essi racchiudono parte del citoplasma e degli organelli e, solo 
alcuni, contengono uno o più aggregati di cromatina (Renehan et al., 2001).  
FASE II: Eliminazione dei corpi apoptotici 
 In questa fase i corpi apoptotici vengono riconosciuti, fagocitati e degradati ad opera di fagociti 
professionali (macrofagi) o delle cellule adiacenti dello stesso tessuto. Il riconoscimento è selettivo, in 
quanto i corpi apoptotici presentano sulla superficie un rivestimento glicoproteico alterato. Questo è un 
punto cruciale del processo di morte, poichè la rottura dei corpi apoptotici provocherebbe una risposta 
infiammatoria potenzialmente dannosa. Solo quelli che sfuggono ai fagociti vanno incontro ad una 
degenerazione incontrollata. L’evoluzione dei corpi apoptotici è molto rapida, la loro formazione e 
fagocitosi richiede infatti solo pochi minuti (Renehan et al., 2001). 
 
7.3.1 Vie biochimiche che mediano l’apoptosi 
L’apoptosi può essere indotta da un gran numero di stimoli diversi, compresi la mancanza di fattori di 




Esistono due pathway molecolari diverse in grado di indurre in apoptosi una cellula: 
 la via estrinseca controllata dai recettori di morte appartenenti alla famiglia del recettore del 
TNF presenti sulla membrana cellulare come ad asempio  CD95-R  e appunto i recettori di TRAIL; 
 la via intrinseca che passa per il mitocondrio, il quale gioca un ruolo centrale nella morte 
cellulare in risposta al danno a carico del DNA o di stress intracellulari, e che è mediata dalle proteine 
appartenenti alla famiglia di Bcl-2, un gruppo di proteine con attività antiapoptotica o proapoptotica dal 
cui costante bilancio dipende il destino di una cellula (Cory et al., 2002). 
 
La  via  estrinseca 
Questo sistema dipende dall’attivazione di un recettore di morte, come ad esempio di CD95-R (Fas) in 
seguito al legame di CD95-L (Fas Ligand) o di TRAIL in seguito al legame con TRAIL-R1 o R2 al 
dominio extracellulare del recettore stesso. Caratteristica di questi recettori è la presenza di una 
sequenza intracellulare conservata, chiamata “death domain” (DD), in grado di legarsi a domini 
omologhi di proteine adattatrici presenti nel citoplasma. In effetti l’attivazione di questi recettori consente 
l’interazione della propria regione DD con la regione omologa della proteina adattatrice FADD (Fas-
associated protein with death-domain), che presenta anche un secondo dominio importante per la 
trasduzione del segnale apoptotico, il DED (Death effector domain). Esso è capace di interagire con 
domini uguali presenti sulle molecole regolate da FADD ed in particolare il DED di FADD dimerizza con 
il DED all’N-terminale della procaspasi-8. Ciò fa si che essa si attivi e che attivi, a sua volta, la cascata 
delle caspasi che porta alla degradazione dei substrati intracellulari ed alla morte della cellula. In 
particolare si deve attivare la caspasi 3, esecutrice chiave dell’apoptosi in quanto responsabile della 
degradazione di molte proteine importanti nel mantenimento del genoma e nella riparazione del DNA. 
Per inciso le caspasi sono un gruppo di oltre quattordici proteine con attività cistein-proteolitica che 
promuovono l’apoptosi. Sono sintetizzate come proenzimi inattivi e maturano mediante taglio 
proteolitico catalizzato da altre caspasi, operando cioè una sorta di transattivazione tra loro (Renehan et 
al., 2001). 
In alcune cellule (denominate di tipo I) l’attivazione del recettore sulla superficie cellulare stimola la 
caspasi 8 in misura sufficiente a indurre una robusta attivazione della caspasi effettrice 3; in altre cellule 
(denominate di tipo II), invece, in cui l’attivazione della caspasi 3 è più limitata, piccole quantità di 
caspasi 8 attiva sono sufficienti a innescare una sorta di loop di amplificazione apoptotica dipendente 
dal mitocondrio (Wajant et al., 2002). In questo caso il substrato della caspasi 8 è Bid, una proteina 
mitocondriale proapoptotica della stessa famiglia di Bcl2. In seguito alla proteolisi operata dalla stessa 
caspasi viene liberato il frammento C-terminale  di Bid, chiamato tBid, che eterodimerizzando con Bak, 
si lega alla membrana mitocondriale inducendo il rilascio del citocromo c dal mitocondrio e l’attivazione 




intrinseca che, come vedremo, vede nel rilascio del citocromo l’evento chiave di innesco (Renehan et 
al., 2001). Inoltre l’attivazione post-mitocondriale della caspasi 3 può completare il loop di amplificazione 
apoptotica attraverso il processamento citoplasmico della procaspasi-8 ad opera della caspasi 3 
(Wajant et al., 2002).   
 
La via intrinseca   
Nonostante i mitocondri siano responsabili del processo di produzione di energia che tiene in vita la 
cellula, essi sono anche antiteticamente coinvolti nel processo di morte cellulare programmata. In 
questo caso ai mitocondri si deve il rilascio nel citoplasma del citocromo c, una proteina deputata al 
trasporto di elettroni nella catena respiratoria mitocondriale.  
Questo è dovuto ad una alterazione temporanea della permeabilità delle membrane mitocondriali che 
ha come conseguenza la fuoriuscita di proteine ed il cambiamento del potenziale di membrana. 
Agiscono in questo alcuni membri della famiglia di Bcl-2, tra cui Bax e Bak proapoptotici (Kim, 2005). 
Bax è normalmente associato con la proteina 14-3-3 ed è localizzato nel citoplasma. In seguito ad uno 
stimolo proapoptotico la chinasi JNK fosforila la proteina 14-3-3 e questo porta alla dissociazione di Bax 
che può formare degli omodimeri o degli eterodimeri con Bak. Questo porta dunque alla traslocazione di 
Bax dal citoplasma al mitocondrio. Il processo di traslocazione e oligomerizzazione è stimolato dalle 
BH3-only proteins, anch’esse fattori proapoptotici della famiglia di Bcl2 (Renehan et al., 2001). Gli omo 
o eterodimeri così formatisi possono interagire con il VDAC (voltage-dependent anion channel), un 
canale simile ad una porina batterica situato nella membrana mitocondriale esterna che lascia passare 
molecole con massa molecolare relativa minore di 1500 Da (Wajant et al., 2002). Dall’interazione con il 
VDAC risulta un incremento della permeabilità della membrana mitocondriale (MMP) attraverso 
l’apertura del poro per la transizione della permeabilità mitocondriale (PTPC) localizzato tra la 
membrana mitocondriale interna e quella esterna. Esso, appunto, media il mantenimento del potenziale 
mitocondriale (∆ψ) e la permeabilità della membrana mitocondriale durante l’apoptosi, ma anche 
durante la necrosi e l’autofagocitosi ed è un complesso proteico composto dal VDAC e dall’adenina 
nucleotide traslocasi (ANT) sulla membrana interna. Con l’aumento di permeabilità si ha il rilascio del 
citocromo c dal mitocondrio e l’accumulo nel citoplasma dove può legarsi al fattore APAF1 (apoptosis 
activating factor1). Con il conseguente legame della procaspasi 9 si viene quindi a formare 
l’apoptosoma (Kim, 2005). Nel dettaglio il legame del citocromo c ad APAF1 induce un cambiamento 
conformazionale dATP-dipendente in quest’ultimo, che si frammenta in numerosi oligomeri. A questi si 
lega, mediante i domini CARD (caspase recruitment domain) presenti su entrambe le controparti 
proteiche coinvolte, la procaspasi 9 che in questo modo si attiva. Con l’attivazione della caspasi 9 
iniziatrice segue dunque la cascata apoptotica con l’attivazione di una delle caspasi effettrici, la 3 o la 7. 




nella riparazione del DNA. In particolare è in grado di tagliare ICAD, un inibitore di una DNAsi caspasi-
attivata (CAD) e di produrre la poly (ADP-ribosio) polimerasi (PARP), conducendo alla frammentazione 
del DNA nucleare. Il rilascio del citocromo c può essere bloccato dall’attivazione di alcuni membri della 
famiglia di Bcl2, come Bcl2 stesso o BclXL, che presenta una identità amminoacidica del 44% con Bcl2. 
La loro localizzazione subcellulare è infatti simile: Bcl2 si trova sulla membrana nucleare, sulla 
membrana mitocondriale esterna e sul reticolo endoplasmatico, mentre BclXL è localizzato sulla 
membrana mitocondriale esterna e sulla membrana esterna dell’involucro nucleare (Cory et al., 2002). 
Oltre al citocromo c dai mitocondri si liberano anche altre molecole, come Smac/Diablo che non solo 
inducono l’apoptosi attraverso la via dipendente dall’apoptosoma, ma anche neutralizzano alcuni 
inibitori delle caspasi conosciuti come IAPs. Anche il loro rilascio è inibito da Bcl2 e BclXL. 
Durante l’apoptosi viene inoltre rilasciata dal mitocondrio nel citoplasma una serin-proteasi 
mitocondriale, nota come Omi/HtrA2 che antagonizza come Smac/Diablo gli IAPs. 
Infine le ultime due proteine note che escono dai mitocondri danneggiati per localizzarsi nel nucleo sono 
AIF (Apoptosis-inducing factor) ed Endo G (Endonucleasi G).  
AIF è una flavoproteina filogeneticamente conservata che si trova nella membrana mitocondriale e che 
ha l’abilità di indurre apoptosi attraverso una pathway indipendente dalle caspasi. In seguito ad uno 
stimolo citotossico AIF trasloca attraverso il citoplasma al nucleo, lega il DNA ed induce condensazione 
della cromatina nucleare e frammentazione del DNA su larga scala con produzione di frammenti di circa 
50 kb.  
Endo G infine è anch’essa una proteina localizzata a livello mitocondriale che si pensa possa essere 
implicata sia nella frammentazione del DNA nucleare durante l’apoptosi sia nella replicazione del DNA 
mitocondriale. 
In conclusione l’aumento della MMP, ovvero dell’omeostasi mitocondriale, in risposta al danno a carico 
del DNA, a farmaci antitumorali o ad altri fattori tossici ha la conseguenza di provocare il rilascio dal 
mitocondrio di diverse piccole molecole, come il citocromo c, Smac/Diablo o AIF che possono provocare 
l’attivazione di diverse pathway di apoptosi (intrinseca dipendente o indipendente dalle caspasi) 
dipendentemente dal tipo di cellula coinvolta e dallo specifico bersaglio cellulare colpito (Kim, 2005).  
 
7.4 Sistema del complemento 
Rispetto agli altri sistemi effettori, la cascata del complemento presenta alcuni vantaggi: innanzitutto è 
costituito da molecole piccole e solubili, che possono raggiungere velocemente e penetrare all’interno 
del tessuto tumorale; in secondo luogo esse sono sintetizzate localmente da molte cellule, a volte 
anche dalle cellule tumorali stesse. Da qui, deriva la grande rilevanza di questo sistema effettore nella 




Il complemento (C) è il principale effettore della branca umorale del sistema immunitario innato;  esplica 
una serie di funzioni il cui obiettivo finale è quello di proteggere l'organismo attraverso la rimozione degli 
agenti patogeni, facilitando la loro eliminazione e il loro controllo da parte di altri sistemi biologici 
cellulari o sierci (Goldsby et al., 2000). 
La funzione più nota del C è quella della citolisi della cellula bersaglio, che si attua sostanzialmente 
attraverso la costituzione del Complesso Terminale di Attacco alla Membrana (MAC), un complesso di 
diverse molecole che costituisce un poro transmembrana e causa la morte per lisi. A fianco a questo, 
altri meccanismi vengono coinvolti e portano al riconoscimento dell'agente patogeno nel processo di 
difesa, alla rimozione degli immunocomplessi circolanti e a modulare le azioni di tipo pro-infiammatorio 
nelle fasi acute e croniche della risposta immunitaria (Muller-Eberhard, 1998; Volanakis et al., 1998). 
L’importanza del C viene evidenziata dai dati clinici riguardanti le infezioni batteriche recidivanti nei 
soggetti con difetti ereditari o acquisiti del sistema complementare (Morgan et al., 1991).  
Una volta attivato quindi, il sistema del C assume un ruolo centrale nell’amplificazione della flogosi, ma 
questo può culminare in un danno tessutale in caso di eccessiva attivazione; è stato dimostrato infatti, 
sia a livello sperimentale animale, sia a livello clinico umano, come gli eventi patologici siano spesso 
dovuti ad una non regolata condizione di attivazione del sistema.  
 
7.4.1 Vie di attivazione del sistema complementare 
Il C è composto da più di trenta glicoproteine, solubili o legate a membrane cellulari, che interagiscono 
tra loro in seguito ad attivazione del sistema (Rother et al., 1997). I componenti complementari sono 
indicati secondo un ordine numerico (C1-C9), con lettere (Fattore D, B, H) o con speciali denominazioni. 
Le proteine della cascata complementare sono sintetizzate principalmente dagli epatociti, ma sono 
anche prodotte da monociti, macrofagi tissutali, cellule endoteliali e cellule epiteliali del sistema 
gastrointestinale e genitourinario (Goldsby et al., 2000; Tedesco et al., 2004). Vengono secrete sotto 
forma di proteine inattive (zimogeni); l’attivazione avviene tramite scissione enzimatica che permette la 
rimozione di un frammento inibitorio, l’esposizione del sito attivo e l’azione sui componenti successivi 
della cascata (Abbas et al., 2002). 
Il sistema complementare ha bisogno di essere attivato per agire; questo presuppone prima di tutto il 
riconoscimento del bersaglio da parte dei primi componenti, con conseguente modifica della struttura 
della proteina che permetta di attivare in una cascata finemente regolata gli altri componenti. La cascata 
di attivazione permette una grande amplificazione degli effetti finali, perchè ogni molecola di enzima 
attivato è in grado di “stimolare” molte altre molecole (Abbas et al., 2002). . 
 




- la via classica, così chiamata perchè è stata scoperta per prima, che si attiva in seguito all’interazione 
antigene-anticorpi e C1q; 
- la via alternativa, scoperta successivamente, che si attiva dopo il legame del C3 a particolari strutture 
presenti sulla superficie microbica, ma anche di funghi, virus e parassiti, o dopo legame con prodotti di 
degradazione cellulare; 
- la via lectinica, che si attiva in seguito all’interazione fra carboidrati, ad esempio polisaccaridi microbici, 
ed MBL. 
Il legame con determinati bersagli garantisce una certa specificità verso le componenti estranee. 
Per quanto riguarda il ruolo del complemento dal punto di vista della terapia tumorale è utile specificare 
che tutte e tre le vie di attivazione possono giocare un ruolo importante, l’evento di attivazione può 
essere dato dalle cellule tumorali stesse mediante la via alternativa o la via lectinica, anche se la via di 
attivazione anticorpo-dipendente (via classica) rimane quella più efficiente per reclutare i prodotti del 
complemento sulle cellule tumorali in quantità tali da produrre un danno cellulare. 
L’evento centrale della cascata complementare, comune a tutte le diverse vie di attivazione, è il 
clivaggio del C5 in C5a e C5b. Da questo momento in poi inizia la fase terminale della sequenza 
complementare che è comune a tutte e tre le vie. 
 
La via classica prende avvio dall’interazione del componente C1 con la porzione Fc di IgM e IgG fissate 
all’antigene. Solo gli anticorpi di alcune classi immunonoglobuliniche, IgG e IgM, sono capaci di 
innescare la cascata complementare, mentre sono generalmente inattive le IgA, le IgD e le IgE. Le IgG 
attivano il complemento con efficienza diversa, in ordine decrescente IgG3>IgG1>IgG2, mentre le IgG4 
non attivano il complemento. 
Il primo evento è il legame non covalente del C1q, con i siti presenti sul frammento Fc di IgG e IgM 
legate all’antigene. Il C1 infatti è una glicoproteina sierica costituita da 3 subunità legate tra loro in modo 
non covalente: C1q , C1r e C1s, che sono tenute insieme grazie alla presenza di ioni calcio e sono 
presenti in un rapporto molare di 1/2/2. Il C1q a sua volta è costituito da sei subunità, ciascuna formata 
da tre catene avvolte ad α-elica che formano una testa globulare collegata ad una struttura centrale. La 
porzione terminale globulare di ciascuna subunità del C1q è in grado di legarsi alle Ig soltanto quando 
queste si trovano in una certa conformazione, in particolare in seguito al loro legame con l’antigene, che 
rende accessibili dei siti presenti nell’Fc, ovvero nel dominio CH2 delle IgG o nel dominio CH3 delle 
IgM. In particolare il legame avviene quando due porzioni Fc di anticorpi legati all’Ag si trovano 
sufficientemente vicini da legare la stessa molecola di C1q. A causa della differenza di struttura tra IgG 
e IgM, una singola IgM, in quanto pentamerica, è capace di attivare il C1q, mentre le IgG devono 
essere almeno due e strettamente adiacenti. Per questo motivo le IgM  sono più efficienti delle IgG 




Il legame del C1q ai frammenti Fc delle Ig porta all’attivazione di C1r che attraverso la sua attività 
proteolitica serin-esterasica attiva il C1s. 
Il C1s attivato scinde il C4 in C4a che si libera nel plasma, e in C4b, frammento più grande, che rimane 
ancorato alla membrana della cellula bersaglio o all’anticorpo attraverso un legame covalente 
tioesterico. Questo garantisce che il fissaggio del complemento avvenga in vicinanza alla cellula da 
uccidere. Successivamente il C2 si associa al C4b e viene tagliato dal C1s in due frammenti: C2b e C2a 
che rimane legato al C4b. Questo complesso enzimatico, C4b2a, viene definito C3 convertasi della via 
classica (Muller-Eberhard, 1998) e ha la capacità di legare il C3, attraverso il C4b, e di scinderlo in due 
frammenti, C3a e C3b; quest’ultimo è estremamente instabile e può andare incontro a idrolisi se non si 
lega alla membrana della cellula bersaglio. Il C3b depositato si associa alla C3 convertasi formando il 
complesso C4b2a3b, noto come C5 convertasi della via classica, la cui funzione è quella di attivare il 
C5 dando avvio alle fasi terminali della cascata complementare (Abbas et al.,  2002). 
La via alternativa è attivata dal C3b depositato sulla superficie di una cellula bersaglio 
indipendentemente dalla presenza di anticorpi legati all’antigene. In condizioni fisiologiche il C3 
presente nel plasma è un componente molto instabile che subisce un’idrolisi spontanea continua 
(«tickover»), che porta alla formazione di livelli basali di C3b quasi a fornire uno stato di pronta 
attivazione del sistema (Abbas et al., 2002). Il C3b fisiologicamente non danneggia le cellule dell’ospite 
in quanto sono presenti delle proteine regolatrici che lo degradano, interrompendo l’attivazione del 
complemento. 
Quando invece il C3b lega una cellula estranea subisce un cambiamento conformazionale che gli 
permette di interagire con un’altra proteina plasmatica, il fattore B. A questo punto una serin-esterasi 
plasmatica, il fattore D, cliva il fattore B originando due frammenti, Ba e Bb: Ba viene rilasciato, mentre 
Bb rimane associato alla membrana, andando a formare il complesso C3bBb, ovvero la C3 convertasi 
della via alternativa, che può essere ulteriormente stabilizzata dal legame ad un’altra proteina solubile, 
la properdina. Questo complesso enzimatico è responsabile di un’importante amplificazione del 
segnale, in quanto provoca il clivaggio di quantità sempre maggiori di C3 e rappresenta un importante 
punto di amplificazione dell’attivazione del complemento. 
Il C3b libero può infine legarsi alla C3 convertasi, portando alla formazione di un complesso enzimatico 
attivo, C3bBb3b, definito C5 convertasi della via alternativa. Essa si occupa del clivaggio del C5 e 
dell’attivazione delle fasi terminali del complemento (Goldsby et al., 2002). 
La via lectinica, infine, si attiva per interazione dell’MBL (mannose-binding lectin) con residui terminali di 
mannosio, o altri carboidrati come il fucosio o la N-acetilglucosamina, presenti sulle glicoproteine e sui 
glicolipidi della superficie di agenti patogeni. Questa via ha un meccanismo simile a quello della via 
classica, poichè causa la formazione di una C5 convertasi mediante l’attivazione del C4 e del C2. MBL 




lega alcune serin-proteasi dette MASP, che a loro volta, sono in grado di attivare in sequenza C4 e C2 
portando alla formazione della C3 convertasi. Sono stati identificati due diversi tipi di MASP (MBL-
associated serine protease), MASP1 e MASP2, che hanno struttura e funzione molto simile al C1r e al 
C1s della via classica (Wong et al., 1999). Anche in questo caso l’attivazione del C3 porterà alla 
formazione di un complesso in grado di attivare il C5 e quindi la fase terminale comune della cascata 
complementare. 
 
7.4.2 Fase terminale della cascata complementare 
La scissione del C5 in C5a e C5b da parte delle C5 convertasi generate dalla via classica, dalla via 
alternativa o dalla via lectinica, è l’ultimo processo proteolitico della cascata complementare. 
Il C5b, il frammento più grande derivante dall’attivazione del C5, si lega alla membrana della cellula 
bersaglio e fa proseguire la reazione complementare legando il componente successivo, il C6. Si forma 
così il complesso C5b6, che s’inserisce nella membrana cellulare in modo stabile solo in presenza di 
C7. Il C5b67 possiede, infatti, una parte idrofobica che gli consente di penetrare nel doppio strato 
lipidico di membrana. Il complesso appena formato è in grado di legare una molecola di C8, che 
permette un più profondo e stabile inserimento del complesso C5b678 nella cellula ospite ed una 
limitata capacità di lisare la cellula. L’efficienza litica del complesso aumenta notevolmente quando si 
lega l’ultimo componente complementare, il C9. Questa proteina è simile alla perforina ed è in grado di 
polimerizzare (da 12 a 15 molecole) portando alla formazione del MAC e creando un poro del diametro 
di circa 70-100 Å. Il canale formato dal MAC permette il passaggio di ioni e molecole non in maniera 
selettiva ma esclusivamente in base alle loro dimensioni e causa la morte cellulare per shock osmotico 















Figura 10. Tre vie di attivazione del complemento da Zhou et al., The role of complement in the mechanism of action of 




7.4.3 Funzioni biologiche del complemento 
Le funzioni del sistema del C sono molteplici e sostanzialmente riconducibili a fenomeni di lisi di cellule, 
batteri e virus; di opsonizzazione di antigeni corpuscolari estranei e di promozione della fagocitosi, 
mediante il legame a recettori specifici presenti sulle cellule del sistema immunitario con conseguente 
attivazione dell’infiammazione e secrezione di molecole immunoregolatorie (anafilassi e chemiotassi); di 
rimozione degli immunocomplessi dal circolo sanguigno e loro deposito a livello di milza e fegato 
(Verhoef, 1991). 
Per agire come antimicrobico e come mediatore del processo flogistico il sistema deve aver completato 
la fase preliminare di riconoscimento del bersaglio ed aver attivato i meccanismi successivi di 
amplificazione del processo stesso, con la conseguente formazione di prodotti di degradazione o 
complessi molecolari aventi azioni biologiche.  
Come abbiamo visto, il complesso C5b678 lega 12-18 molecole di C9, che polimerizzando determinano 
la formazione del MAC, capace di determinare sulla membrana cellulare pori che inducono direttamente 
la lisi osmotica delle cellule bersaglio. 
L’opsonizzazione è un importante strumento di difesa contro le infezioni batteriche, promuovendo il 
riconoscimento di agenti patogeni da parte dei fagociti (Verhoef, 1991). Il processo è il risultato 
dell’interazione di frammenti complementari, come C3b e iC3b, con i recettori specifici presenti sulla 
superficie dei macrofagi. Si conoscono quattro tipi di recettori: il CR1 (CD35), che presenta specificità di 
legame con i frammenti C3b e C4b; il CR2 (CD21), che reagisce con il frammento C3dg, il CR3 
(CD11b/CD18) ed il CR4 (CD11c/CD18) aventi rapporti di legame con i frammenti iC3b.  
L’anafilassi è la conseguenza di una produzione di specifici prodotti di degradazione del C ed è un 
fenomeno che a carattere sistemico può raggiungere livelli d’intensità tali anche da provocare la morte 
(Hugli, 1987). I frammenti del sistema complementare C3a, C4a e C5a sono stati chiamati 
anafilatossine poiché, inducendo la liberazione di rilevanti quantità di istamina ed altre sostanze ad 
azione vasoattiva da parte di mastociti o basofili (Kohl, 2001), provocano uno spasmo della muscolatura 
liscia con stasi emodinamica a livello del microcircolo ed il rapido aumento della permeabilità vascolare. 
L’internalizzazione poi del complesso C5a/recettore provoca a livello dei neutrofili lo stimolo a produrre 
radicali liberi e a rilasciare enzimi lisosomiali. 
I prodotti solubili di attivazione del C3 e del C5, ovvero C3a e C5a, sono fra i più importanti agenti 
chemiotattici del nostro organismo (Hurley, 1963). Il frammento C5a, qualora liberato in quantità 
considerevole in ambito vascolare sistemico, è in grado di provocare leucopenia a causa della 
sequestrazione periferica dei leucociti polimorfonucleati, mentre l’azione del C3a è minore (Fernandez 
et al., 1978). L’azione chemiotattica si esplica, oltre che sui neutrofili, anche sui monoliti; agisce anche 
favorendo la liberazione di mediatori vasoattivi e chemiotattici, responsabili a loro volta dell'aumento 




cellule stimolate da C3a e C5a. Inoltre il C5a può indurre degranulazione cellulare causando il rilascio di 
un ampio spettro di mediatori infiammatori, tra i quali i prodotti del metabolismo dell’acido arachidonico. 
Infine ha anche un ruolo nell’induzione del fenotipo proadesivo, inducendo l’espressione di molecole di 
adesione sulla superficie delle cellule mieloidi. 
Anche le cellule endoteliali possono essere direttamente attivate da questa anafilotossina: in seguito 
all’interazione tra C5a e il suo recettore vengono prodotti radicali liberi dell’ossigeno e vengono 
espresse molecole di adesione, in particolare P-selectina.  
Tutte queste funzioni suggeriscono che il C5a ha un ruolo fondamentale nel provocare e nell’amplificare 
la risposta infiammatoria nel sito in cui è in atto l’infezione. E’ stato dimostrato che anche il TCC 
formatosi in soluzione (iTCC) riveste un ruolo importante nella migrazione, soprattutto dei neutrofili, sia 
in vitro che in vivo (Tedesco et al., 1997). 
Per quanto riguarda la risposta immunitaria contro le cellule tumorali il complemento, come sistema 
effettore, è particolarmente coinvolto non solo tramite la citolisi diretta, ma anche tramite 
l’amplificazione della risposta infiammatoria ed il reclutamento e l’attivazione degli effettori cellulari. 
(Gelderman et al., 2004). 
 
7.4.4 Regolazione della cascata complementare 
Il sistema del C, data la sua facilità di attivazione e le importanti funzioni svolte, necessita di regolatori 
molecolari sia a livello sierico che di membrana che ne limitino e ne controllino l’azione, per impedire 
che l’attivazione avvenga sulle cellule self, o per limitarne la durata quando avviene sulle cellule non 
self, così da non danneggiare le cellule circostanti. Dopo essersi attivato, il sistema del C non è più in 
grado di riconoscere in modo specifico il bersaglio al quale si lega e da ciò potrebbero derivare effetti 
lesivi sui tessuti dell’organismo stesso. Ci sono due tipologie di regolatori biologici che controllano 
l’attivazione della cascata complementare, ovvero i regolatori solubili e gli inibitori di membrana (Meri et 
al., 1998). 
Il sistema del C è regolato da inattivatori solubili presenti nel siero e nei liquidi biologici che agiscono su 
componenti attivati a diversi livelli della sequenza complementare. 
La via classica è regolata già a livello del C1 attraverso C1-inibitore (C1-INH), inattivatore solubile delle 
serin-proteasi, che agisce legandosi stabilmente ai frammenti C1r e C1s e bloccando quindi la loro 
capacità di tagliare i rispettivi substrati. Sulla via classica agisce anche la C4BP (C4 binding protein), 
inibitore della C3-convertasi che agisce sul complesso C4b2a favorendone la dissociazione irreversibile. 
E’ un cofattore per la scissione enzimatica del frammento C4b ad opera del fattore I plasmatico che 
scinde il frammento C3b in iC3b e il frammento C4b in iC4b. 
Anche la via alternativa è regolata da diverse proteine. Il fattore H, ad esempio, è un inibitore solubile 




tre diversi meccanismi: compete con il fattore B per il legame al frammento C3b; accelera il distacco del 
fattore Bb dal frammento C3b ed infine agisce da cofattore per il fattore I, causando la scissione del 
frammento C3b in C3b inattivo (iC3b). 
Anche a livello della formazione del MAC sono presenti alcuni regolatori solubili del C. La clasterina 
(SP40-40) è una proteina che lega il complesso terminale del C prevenendone l’inserzione nelle 
membrane cellulari; la proteina S (vitronectina) inibisce l’attività dei componenti terminali del C legando i 
complessi C5b-7, C5b-8 e C5b-9 durante il loro assemblaggio, prevenendo così la generazione di un 
MAC sulle membrane cellulari.  
Per evitare danni tissutali dovuti al C autologo, le cellule producono una serie di inibitori del C 
direttamente sulla membrana (Goldsby et al., 2002). 
Il recettore di membrana di tipo I (CR1 o CD35) è una glicoproteina presente sulle membrane di 
eritrociti, linfociti B e alcuni linfociti T, neutrofili, monociti, eosinofili, cellule follicolari e dendritiche. 
Accelera la dissociazione delle C3 convertasi agendo come cofattore per il clivaggio del frammento C3b 
in iC3b (successivamente in C3c e C3dg) e del frammento C4b in iC4b mediato dal fattore I. 
Il fattore di accelerazione del decadimento (DAF o CD55) è una glicoproteina legata alla membrana 
delle cellule ematiche, endoteliali e di molte cellule epiteliali, attraverso una glicofosfolipoproteina 
(glicosil-fosfatil-inositolo o GPI). Il DAF lega e accelera la dissociazione delle C3 convertasi (Medof et 
al., 1987). La proteina cofattore di membrana (MPC o CD46) è una proteina integrale di membrana 
presente su epiteli ed endoteli, su tutte le cellule ematiche (ad eccezione dei globuli rossi) e su gran 
parte delle cellule sino ad ora esaminate. Svolge la sua azione legandosi al frammento C3b e agendo 
come cofattore per il fattore I (Ballard et al., 1988). 
L’inibitore di membrana della lisi reattiva (MIRL o PROTECTINA o CD59) è una glicoproteina presente 
su numerose cellule e anch’essa è fissata  per mezzo di una coda glicosilfosfatidil-inositolica (GPI). La 
sua funzione è quella di inibire l’ultima fase dell’assemblaggio del MAC sulle membrane, legandosi al 
C8 e ad una molecola di C9, ma impedendo la polimerizzazione di quest’ultimo e quindi la formazione di 
un complesso terminale liticamente attivo. Questa proteina sembra essere molto importante nella 
regolazione, forse perchè è altamente espressa sulla superficie delle cellule self. 
Il CD59, come altri inibitori di membrana, è presente anche in forma solubile nel plasma, nelle urine, 
nella saliva, nelle lacrime o in altri liquidi biologici, ma non è ancora chiaro se questa forma derivi dal 
rilascio diretto da parte della membrana cellulare, da una secrezione attiva della cellula o da un taglio 
enzimatico del CD59 di membrana effettuato da una fosfolipasi (Meri et al., 1990). 
Nelle cellule tumorali queste proteine regolatorie di membrana, anche dette CRP (Complement 
Regulatory Proteins), sono iperespresse: ciò è correlato ad una maggior protezione dall’attacco del 
complemento ed è uno dei maggiori ostacoli per l’efficacia terapeutica degli anticorpi monoclonali. Oltre 




quantità o in quantità anche maggiori, sui tessuti stromali circostanti e possono anche essere ritrovati in 
forma solubile agendo da inibitori del complemento tanto quanto quelli espressi in situ (Cruz et al., 
2007).  Si è visto inoltre che il fattore H lega proteine ricche di acido sialico e anche queste sono spesso 
up-regolate nei tumori; infatti l’iperespressione di queste proteine è spesso associata ad una maggior 
severità clinica (Abbas et al, 2002). 
Ritornando ai concetti di immunoterapia dei tumori, i meccanismi effettori innescati dal complemento, 
direzionati dal legame dell’anticorpo alla cellula bersaglio, sono generalmente indicati come citotossicità 
complemento-mediata (CDC, Complement-Dependent Cytotoxicity) e citotossicità cellulare 
complemento-dipendente (CDCC, Complement-Dependent Cellular Cytotoxicity). La CDC riguarda 
l’attivazione della via classica e l’assemblaggio del MAC, mentre la CDCC riguarda l’induzione di 
effettori cellulari, come è spiegato di seguito. 
 
7.5 Citotossicità cellulare complemento-dipendente (CDCC) 
La CDCC opera in modo simile all’ADCC: i componenti complementari depositati sulla superficie della 
cellula bersaglio (C1q, C3b, iC3b -C3b inattivato- e C4b) possono infatti essere riconosciuti dai recettori 
per il complemento. I recettori per il C3, per esempio, CR1 e CR3 (CD11b/CD18), sono presenti su 
leucociti polimorfonucleati neutrofili, cellule NK e macrofagi. Questa interazione tra frammenti del 
complemento e rispettivo recettore può facilitare la fagocitosi e la citotossicità mediata dalle NK. 
Normalmente il meccanismo che coinvolge il CR3 non viene attivato direttamente dalle cellule tumorali, 
ma recentemente è stato utilizzato il b-glucano (normalmente presente nella parete cellulare di lieviti e 
funghi), che media l’interazione tra iC3b e CR3, come adiuvante per l’induzione dell’effetto antitumorale 
mediato da CR3 (Gelderman et al., 2004). Nell’immunoterapia dei tumori tuttavia, gli anticorpi utilizzati 
fanno depositare prodotti di attivazione del complemento sulla superficie delle cellule tumorali, e quindi 





Figura 11. I tre principali meccanismi d’azione degli anticorpi antitumorali da Cheson BD, Leonard JP, Monoclonal 
Antibody Therapy for B-cell non-Hodgkin’s Lymphoma, N Engl J Med 2008. 
 
 
8 L’utilizzo degli anticorpi monoclonali 
Nel 1975 l’introduzione della tecnologia dell’ibridoma per la produzione di anticorpi monoclonali 
rivoluzionò il campo della biomedicina. In campo clinico terapeutico gli anticorpi monoclonali (mAb) 
rappresentano una delle maggiori categorie di sostanze biofarmaceutiche attualmente in studio e 
dimostrano una promettente e crescente applicabilità nell’ambito della ricerca biomedica, della diagnosi 
e in uso clinico nel trattamento di molte patologie, incluso il cancro. Fin dagli anni ’80 si è focalizzata 
l’attenzione sul loro uso come agenti traccianti in diagnostica, o come diretti agenti terapeutici. 
Attualmente, gli anticorpi ottenuti con il phage display rappresentano circa il 30% di tutti gli anticorpi 
umani utilizzati correntemente in clinica e molti sono i programmi preclinici iniziati con l’utilizzo di questi 
(Brekke et al., A 2003). In particolar modo, la strategia utilizzata per l’identificazione tramite questa 





Figura 12. Fasi del processo di avanzamento di un trial clinico. 
Attualmente le principali applicazioni di questi anticorpi sono: 
• immunizzazione passiva; 
• diagnostica per immagini (ad esempio per tumori, malattie infettive, patologie cardiovascolari); 
• terapia tumorale e delle patologie cardiovascolari; 
• prevenzione della reazione immunitaria di rigetto nei trapianti d’organo; 
• purificazione di prodotti industriali; 
• rilevazione di molecole in tracce nei prodotti alimentari, agricoli e industriali;  
• mappaggio di epitopi di proteine funzionali per la costruzione di molecole utili al disegno di vaccini 
basati su peptidi (vaccine development); 
• costruzione di microarrays di anticorpi ad alta densità e studi di proteomica mediante l’utilizzo di set 
di anticorpi identificativi di una specifica proteina; 
• monitoraggio dei cambiamenti della concentrazione e localizzazione proteica in situ in cellule e 
tessuti normali o affette da malattie. 
Nel corso degli anni ’90 le innovative tecnologie del DNA ricombinante hanno aumentato l’efficienza 
clinica degli anticorpi murini, portando alla produzione e caratterizzazione di moltissimi anticorpi 
attualmente in fase di sperimentazione clinica, tra i quali più di 20 sono stati approvati per uso 
terapeutico dalla FDA (Food and Drug Administration), ente statunitense che si occupa di approvare 
l’uso di farmaci, verificandone l’efficacia e la sicurezza nel lungo periodo (Brekke et al., B 2003). Poichè 
un anticorpo monoclonale utilizzato in terapia viene considerato a tutti gli effetti un farmaco, esso passa 




















Adalimumab Humira 2002 Umano TNF-α 
Malattie 
infiammatorie 









Bevacizumab Avastin 2004 Umanizzato VEGF 
Cancro 
colorettale 
Cetuximab Erbitux 2004 Chimerico Recettore EGF 
Cancro 
colorettale 





































Omalizumab Xolair 2004 Umanizzato IgE 
Malattie 
infiammatorie 
Palivizumab Synagis 1998 Umanizzato 





Panitumumab Vectibix 2006 Umano Recettore EGF 
Cancro 
colorettale 











Mabthera 1997 Chimerico CD20 
Linfoma non-
Hodgkin 





Trastuzumab Herceptin 1998 Umanizzato ErbB2 
Cancro alla 
mammella 





8.1 Anticorpi monoclonali e orientamenti terapeutici nei tumori umani 
 
L’ingegnerizzazione degli anticorpi ha portato all’ottenimento di molecole a cui sono state rimosse 
buona parte delle cause che avevano inciso sui primi deludenti risultati terapeutici. Tuttavia, anche se 
ottimizzati, l’utilità degli anticorpi monoclonali varia a seconda del tipo di tumore e ciò si traduce 
direttamente nella necessità di scegliere in modo appropriato il paziente che può trarre beneficio da 
questa terapia.  
Diversamente da quanto concerne le neoplasie ematologiche, per la terapia anticorpale in tumori solidi 
ci sono dei limiti da cui non si può prescindere. Non è ragionevole pensare che grosse masse tumorali 
possano essere eliminate dai soli anticorpi, tuttavia approcci immunoterapeutici potrebbero essere 
applicabili nei casi di minima malattia residua o di metastatizzazione tumorale in cui si verifichi una 
diffusione ematica o linfatica di cellule tumorali. Inoltre, al fine di aumentare l’efficacia terapeutica sia 
per i tumori solidi che per quelli ematologici, si stanno delineando vari approcci di combinazione come:  
 l’associazione della terapia anticorpale alla chemioterapia;  
 l’uso di una combinazione di anticorpi diretti contro epitopi diversi della stessa molecola;  
 il bersagliamento di antigeni diversi sulla stessa cellula;  
 l’innesco dei mediatori di diversi meccanismi d’azione antitumorale.  
I tumori solidi generalmente si collocano in un microambiente permissivo per la crescita e la 
progressione, reso così favorevole soprattutto dalla neovascolarizzazione indotta dallo stesso tumore. 
L’inibizione dell’angiogenesi tumorale può essere un’ulteriore strategia terapeutica, campo di 
applicazione degli stessi anticorpi monoclonali (ad esempio anti VEGF- Vascular Endothelial Growth 
Factor).  
In questo specifico ambito il carcinoma ovarico rappresenta un modello di tumore solido passibile di 
immunoterapia. Per la sua origine da un organo “non essenziale” e per il confinamento della massa 
tumorale all’interno del peritoneo per la maggior parte della sua storia naturale, il carcinoma ovarico 
rappresenta un bersaglio adatto all’immunoterapia; in particolare, dovrebbe essere possibile applicare 
una terapia locoregionale. Le cellule del tumore ovarico esprimono quantità variabili di numerosi 
antigeni potenzialmente utilizzabili come bersaglio. Sono già stati effettuati diversi studi clinici basati 
sull’uso di anticorpi o coniugati anticorpali. 
I tumori ematologici viceversa mostrano una migliore accessibilità poiché si riscontra la disseminazione 
delle cellule tumorali anche a livello di sangue periferico. Inoltre, le cellule neoplastiche di derivazione 
emopoietica mantengono spesso le caratteristiche corrispondenti a un particolare stadio di 
differenziamento della linea di appartenenza (mieloide o linfoide), soprattutto per quanto riguarda il 
profilo antigenico. Gli antigeni di differenziazione presenti su questi tumori sono molto importanti sotto il 





8.1.1 Esempi di successo nella terapia dei tumori ematologici: Rituximab e Alemtuzumab 
RITUXIMAB (IDEC-C2B8; Rituxan®; MabThera®)  
Rituximab è un anticorpo monoclonale chimerico anti-CD20 umano ed è stato il primo (1997) anticorpo 
monoclonale approvato dalla Food and Drug Administration (FDA) negli Stati Uniti per uso clinico a 
scopo terapeutico per il trattamento in monoterapia dei linfomi non-Hodgkin, follicolari a cellule B o a 
basso grado di malignità (indolente o a crescita lenta) CD20 positivi, in ricaduta o refrattari. In Europa il 
Rituximab è stato approvato nel giugno 1998 con indicazione limitata a LNH follicolari B-cellulari, in 
ricaduta o con chemioresistenza dopo trattamento di prima linea. Successivamente si è aggiunta nel 
marzo 2002 l’indicazione al trattamento dei LNH aggressivi in combinazione con il trattamento 
polichemioterapico con ciclofosfamide, vincristina, doxorubicina e prednisone (CHOP). 
Nel mese di agosto 2004 il Rituximab ha ricevuto approvazione per il trattamento dei LNH indolenti in 
prima linea, in combinazione con ciclofosfamide, vincristina e prednisone (R-CVP). Il suo utilizzo è 
stato via via esteso anche ad altre patologie ematologiche non neoplastiche come la porpora 
trombotica trombocitopenica, l’anemia emolitica autoimmune, diverse patologie di pertinenza immuno-
reumatologica tra le quali, in particolare, l’artrite reumatoide e il lupus eritematosus sistemico, ed è già 
stato somministrato ad oltre 370.000 pazienti affetti da patologie linfoproliferative (Zaja et al., 2002). 
Per quanto riguarda la terapia di mantenimento, nel tentativo da un lato di prolungare la durata della 
risposta terapeutica e dall’altro la sopravvivenza, l’utilizzo di Rituximab in pazienti con linfoma follicolare 
inoltre si è dimostrato efficace sia dopo chemioterapia che dopo chemioimmunoterapia, con un 
considerevole aumento della sopravvivenza libera da progressione della malattia ed in pazienti con LNH 
in ricaduta, anche un secondo trattamento con Rituximab, si è dimostrato efficace, con una durata 
paragonabile al trattamento iniziale (Cheson et al., 2008).  
La somministrazione di Rituximab nei pazienti affetti da LNH prevede un’infusione endovenosa di 375 
mg/m2 in singola somministrazione settimanale per 4 settimane consecutive, fino ad un massimo di 8 
La conseguente deplezione dei linfociti B neoplastici e non, osservabile nell’arco di pochi giorni dalla 
prima infusione, persiste stabile per la durata di 9 -12 mesi nel 70% dei pazienti trattati per linfoma. 
Rituximab risulta dosabile a livello plasmatico in tracce, dopo il completamento di un ciclo intero di 
trattamento, per un periodo di tempo variabile da 3 a 6 mesi. 
L’emivita del farmaco dopo la prima infusione è di circa 50 ore, dopo la quarta infusione si protrae a 
circa 174 ore.  Incerta è la via di escrezione, si ritiene tuttavia che Rituximab subisca un processo 
catabolico attraverso fagocitosi e coinvolgimento del sistema reticolo-endoteliale.  
Studi clinici effettuati per testare l’efficacia, la tollerabilità, gli effetti collaterali e l’immunogenicità del 
Rituximab hanno dimostrato che il 50% dei pazienti trattati per LNH vanno incontro ad una remissione 
completa o parziale, mostrando l’efficacia del trattamento come terapia alternativa. Il Rituximab inoltre 




comparsa di anticorpi umani anti-Ig di topo (HAMA), o anti-chimera (HACA, human anti-chimeric 
antibody) in percentuali significative di pazienti (Maloney et al., 1997). 
Comunemente gli effetti collaterali incidono all’inizio del trattamento, ugualmente distribuiti nelle 
diverse fasce di età, ed includono febbre, tremori, nausea, rigidità muscolare e broncospasmo; essi 
compaiono nel 70-80% dei pazienti in corrispondenza della prima infusione, attenuandosi e 
riducendosi in percentuale (30% dei casi) nelle somministrazioni successive. Gli eventi clinicamente 
più severi o fatali sono assai rari (0,01% dei pazienti) e le reazioni all’infusione sono proporzionali 
all’estensione della massa tumorale. 
Sono state riportate evidenze che il Rituximab agisca attraverso meccanismi d’azione multipli, tuttavia 
non è ancora stato dimostrato quale di questi sia il più rilevante in clinica. Si pensa che il Rituximab 
agisca principalmente via ADCC e CDC, sebbene siano stati anche riportati un effetto antiproliferativo e 
l’induzione di apoptosi dati dall’aggregazione delle molecole di CD20, sia in vitro che in vivo. La lisi 
indotta via ADCC non appare rilevante, con un valore medio di 4,8% con il più alto rapporto cellule 
effettrici/cellule bersaglio (Cartron et al., 2004). Studi in vitro hanno dimostrato che il Rituximab è invece 
efficace nell’indurre CDC verso linee cellulari tumorali, cellule linfomatose da sangue periferico o da 
biopsia linfonodale. In certi casi questi studi hanno indicato la CDC come il meccanismo antitumorale 
principale e più efficiente rispetto all’ADCC (Harjunpaa et al., 2000). La densità antigenica di CD20 non 
è l’unico fattore condizionante la risposta terapeutica all’uso di Rituximab; esistono, infatti, ulteriori 
elementi di regolazione nella CDC indotta da Rituximab, che possono determinare una resistenza alle 
sue azioni citotossiche in determinate linee cellulari di linfoma, con specifico riferimento agli inibitori 
complementari. 
Recentemente da uno studio su un modello di topo non-immunodeficiente è emerso un ruolo cruciale 
svolto da Rituximab nell’attivazione del complemento in vivo. Inoculando infatti in topi non 
immunodeficienti cellule di linfoma della linea EL 4 esprimenti CD20 in superficie, in 30 giorni si è 
verificato un coinvolgimento neoplastico che ha riguardato fegato, milza e midollo osseo e che è 
risultato fatale. La somministrazione in un sottogruppo di topi di una singola infusione di Rituximab il 
giorno successivo all’inoculazione è risultata curativa nella totalità dei casi trattati, con una documentata 
assenza di cellule CD20 positive negli organi esaminati al 28° giorno dall’inoculazione. La risposta 
terapeutica a Rituximab negli animali inoculati inoltre non è stata compromessa né dalla deplezione di 
NK, né di neutrofili o di entrambi; allo stesso modo, anche in topi atimici, si è confermata una risposta 
terapeutica a Rituximab, dimostrandosi pertanto un’attività farmacologica T-indipendente. 
Diversamente, l’attività protettiva di Rituximab negli animali inoculati con cellule linfomatose CD20 






ALEMTUZUMAB ( Campath-1 H; Campath®) 
Alemtuzumab è stato prodotto per la prima volta in Europa dal gruppo di ricerca di Waldmann 
(Cambridge, Gran Bretagna) in forma di anticorpo monoclonale rivolto verso CD52 interamente 
umanizzato.  
L’assenza di azione di Alemtuzumab sulle cellule staminali ne consente l’uso per eliminare le cellule 
neoplastiche mature dal sangue periferico e a livello midollare senza una immunodeplezione 
permanente. L’indicazione clinica all’utilizzo di Alemtuzumab prevede il trattamento in ambito 
specialistico oncoematologico dei pazienti affetti da LLC non responsivi a terapia alchilante o con 
remissione inferiore a sei mesi, con fludarabina fosfato. Purtroppo questo anticorpo esercita un 
consistente effetto “prima dose”, talora con presentazione clinica drammatica, correlato al rilascio 
citochinico di TNF, IL6, IL10 e IFNγ, costituito da malessere generale, prurito intenso, febbre, brivido, 
ipotensione, rigidità muscolare e, in forma più attenuata, nausea e vomito. Lo schema terapeutico 
risultato meglio tollerato prevede la somministrazione con regime scalare di Alemtuzumab da 3 a 30 
mg in 3 giorni nella prima settimana per via parenterale, con associata premedicazione. Dalla seconda 
settimana e per le 10 settimane seguenti i pazienti ricevono invece 30 mg per 3 giorni alla settimana. 
Dal punto di vista farmacocinetico, l’emivita del farmaco è pari a 27 ore e lo stato di equilibrio dinamico 
si raggiunge entro la sesta settimana di trattamento, con una variabilità correlata alle differenze del 
carico e della distribuzione delle cellule tumorali.  
La più eclatante risposta terapeutica al trattamento è quella ematologica periferica, mentre quella a 
livello splenico e linfonodale appare più contenuta ed è spesso parziale. Il principale effetto 
ematologico periferico secondario è una profonda linfocitopenia, ma anche una neutropenia è molto 
comune. In considerazione del rischio infettivo, è di importanza fondamentale la somministrazione in 
profilassi di una terapia antimicrobica combinata, costituita dall’associazione di antibiotico 
(cotrimossazolo-trimetoprim), antimicotico (itraconazolo) ed antivirale (aciclovir, famciclovir). Le 
principali infezioni opportunistiche in corso di trattamento con Alemtuzumab sono le polmoniti da 
Pneumocystis carinii, le infezioni erpetiche (HSV, HZV, CMV), le aspergillosi e le micosi sistemiche da 
Candida. In caso di infezioni severe è raccomandabile la sospensione transitoria della terapia. 
L’utilizzo di Alemtuzumab prevede anche la possibilità di ritrattamento del paziente con malattia 
residua; la tossicità infatti non subisce incrementi effettuando cicli successivi, con effetti collaterali 
meno numerosi e clinicamente attenuati. 
I tre principali meccanismi di azione evidenziati per Alemtuzumab comprendono: l’attivazione della lisi 
mediata da complemento, la ADCC, documentata in vitro contro i T linfociti, e l’apoptosi.  
Poiché la resistenza alla chemioterapia che spesso si riscontra nei casi di LLC è ascrivibile ad una 
inefficace apoptosi con una over-espressione di proteine antiapoptotiche come Bcl-2, il fatto che 




d’azione li rende farmaci di grande interesse nel trattamento di questa neoplasia (Christian et al., 
2008). Il consumo di complemento in particolare è stato dimostrato  nell’uso di Alemtuzumab in 
pazienti affetti da LNH B. 
Negli ultimi anni Golay e collaboratori hanno condotto specifici studi per testare in vitro Alemtuzumab 
su differenti popolazioni linfocitarie  B neoplastiche  e per confrontarne l’efficacia con il Rituximab. 
In particolare, la CDC è stata testata su cellule neoplastiche di B-LLC isolate a fresco, utilizzando siero 
umano al 25% come fonte di componenti complementari, mentre gli anticorpi Rituximab o 
Alemtuzumab sono stati utilizzati alla concentrazione di 10 µg/ml. Alemtuzumab determina una lisi 
efficace in tutti i campioni con una percentuale di morte cellulare variabile dal 60 al 100%; al contrario, 
Rituximab conduce ad una limitata lisi nella maggioranza dei campioni esaminati con una media del 
16%. Sono stati valutati anche l’effetto diretto pro-apoptotico e la ADCC utilizzando cellule 
mononucleate come cellule effettrici, prima e dopo due giorni di coltura con IL2, ma i dati ottenuti 
hanno evidenziato che Alemtuzumab induce una lisi principalmente ascrivibile ad attivazione del 
complemento. Benché capace di provocare una intensa CDC in cellule leucemiche B di LLC, 
presumibilmente correlata all’iper-espressione dell’antigene CD52, Alemtuzumab dimostra tuttavia una 
scarsa capacità di attivazione della CDC in linee cellulari di linfomi, non sempre correlata con bassi 
livelli relativi dell’antigene CD52, anche se gli studi presenti in letteratura risultano ancora esigui. Le 
prime evidenze in vitro di CDC indotta da Alemtuzumab su diverse linee cellulari di linfoma AIDS 
correlate e confrontata a quella prodotta da Rituximab, dimostrano una resistenza alla lisi indotta da 
Alemtuzumab, nonostante una comparabile espressione antigenica elevata sia di CD52 che di CD20 
(Golay et al., 2004). Questi dati risultano peraltro confermati, con una percentuale di lisi pari in media 
al 7%, anche da ulteriori studi condotti su linee di linfoma follicolare non AIDS correlato ed alla linea 
BJAB. Alemtuzumab produce una lisi scarsa attraverso ADCC sia in cellule di B-LLC isolate a fresco, 
ove è evidenziabile un valore medio del 7%, sia in altre popolazioni di cellule leucemiche  e di linfomi 
(13%). La lisi non appare proporzionale all’espressione antigenica di CD52 sulle cellule bersaglio 
leucemiche (Golay et al., 2004). 
 
8.2 L’utilizzo degli anticorpi bispecifici 
Il vantaggio di utilizzare molecole bispecifiche in terapia si basa sul fatto che queste molecole 
consentono il reclutamento selettivo di una funzione effettrice su una specifica struttura target correlata 
ad una patologia (Lu et al., 2005). In questo caso le molecole bispecifiche fungono da mediatori tra un 
effettore ed un target. Molti studi hanno anche caratterizzato anticorpi bispecifici; in particolare, nel 
trattamento dei tumori, si sono sfruttati scFv capaci di legare un antigene sulla superficie della cellula 




cellule T come TCR, CD3 e CD28; recettori FcγRI e FcγRIII su cellule NK o fagociti) (Funaro et al., 
2000). 
Questi effettori possono comprendere molecole quali tossine, farmaci, citochine, radionuclidi [40], 
oppure cellule effettrici, ad esempio linfociti T citotossici, cellule natural killer, macrofagi e granulociti, o 
ancora sistemi carrier quali vettori virali in terapia genica (Lum et al., 2006) Riassumendo, i principali 
meccanismi d’azione in terapia sono (Marvin et l., 2005): 
• legame ad un antigene solubile (fattore di crescita o citochina), in modo che non interagisca con 
altre molecole, ad esempio il suo recettore; 
• legame ad un recettore di membrana, e successiva inattivazione impedendo il legame di un suo 
ligando sul suo sito attivo, oppure impedendone la multimerizzazione, spesso richiesta per l’attivazione 
dei recettori; 
• attivazione di un recettore mimando il legame da parte di un ligando; 
• legame ad una struttura target di membrana ed attivazione delle funzioni effettrici immuni quali 
ADCC e CDC; 
• trasporto di agenti chemioterapici, tossine o radioisotopi o reclutamento di agenti citotossici su 
cellule che esprimono un determinato antigene (Peipp et al., 2002).  
 
9 Limiti nell’utilizzo degli anticorpi 
Negli ultimi anni i progressi della terapia dei tumori hanno portato un netto miglioramento nella 
prognosi, soprattutto dei tumori ematologici (leucemie e linfomi), mentre per i tumori solidi le terapie 
non sono ancora soddisfacenti. Un tumore solido presenta diverse barriere alla diffusione di agenti 
antineoplastici, particolarmente per gli anticorpi monoclonali. Innanzitutto il sistema vascolare è 
disorganizzato, con permeabilità vasale non omogenea ed elevata pressione interstiziale della matrice 
cellulare, caratteristiche che diminuiscono notevolmente la capacità di penetrazione di un anticorpo 
all’interno del tumore. Un ulteriore ostacolo è dato da un fenomeno denominato ‘barriera dei siti di 
legame’, presente quando l’affinità di legame tra gli anticorpi e i corrispettivi antigeni è molto alta: in 
questo caso infatti gli anticorpi sono catturati stabilmente ai margini peri-vascolari del tumore con 
scarsa infiltrazione profonda. Gli anticorpi a bassa affinità hanno, invece, una rapida penetrazione 
tumorale. Una volta abbandonata la circolazione sanguigna, la diffusione dell’anticorpo a ciascuna 
cellula è comunque disomogenea. Ci possono essere inoltre problemi a carico dell’antigene, che può 
non essere omogeneamente espresso o rilasciato in forma solubile; quest’ultimo può legarsi 
all’anticorpo somministrato, diminuendone la quantità disponibile per le cellule tumorali (Brekke et al., 
B 2003). 
Generalmente per avere una buona dose di anticorpo (o derivato ingegnerizzato) in sede tumorale è 




Questo bilancio è correlato principalmente alle dimensioni: un intervallo di 60-120 KDa viene 
considerato un buon compromesso e comprende, per esempio, scFv-Hinge-CH2-CH3 e la sua forma 
dimerica, oltre alle modifiche specifiche apportate alla molecola. A parità di captazione a livello 
tumorale, molecole delete di CH1-CL mostrano una prolungata emivita plasmatica, mentre delezioni del 
CH2 la diminuiscono (Reff et al., 2002). Il legame degli anticorpi a proteine in circolo è sicuramente un 
fattore che ne aumenta l’emivita plasmatica limitandone l’eliminazione. Il blocco di una proteina in 
circolo però non sempre si traduce anche nell’azione a livello locale, dove la proteina di interesse può 
essere prodotta da cellule residenti; in questo caso, il legame preferenziale alle molecole in circolo può 
risultare controproducente per la riuscita del trattamento in vivo in quanto la proteina plasmatica 
tamponerà la diffusione dell’anticorpi nei diversi tessuti (Brekke et al., B 2003). 
Come per gli anticorpi anche per i componenti complementari si possono rilevare delle limitazioni nella 
diffusione intratumorale. Ad esempio è stato dimostrato che cellule tumorali che crescono formando 
sferoidi tridimensionali mostrano una maggior resistenza alla citotossicità da complemento, che può 
essere indotta da modificazioni incorse nel microambiente tumorale (aggregati cellulari sferoidali). Il 
fegato è il maggior responsabile della sintesi dei componenti complementari circolanti, ma è stata 
dimostrata anche una sintesi extraepatica di tali componenti ed una loro produzione da parte di fagociti 
mononucleati, cellule endoteliali ed altri tipi cellulari, comprese alcune linee tumorali. Queste evidenze 
suggeriscono un effetto dei componenti complementari all’interno del microambiente di alcuni distretti 
dell’organismo, con la loro possibile partecipazione a processi patologici e infiammatori locali. È infine 
ragionevole ipotizzare che la produzione intratumorale di componenti complementari possa coadiuvare 
l’azione antitumorale di anticorpi terapeutici (Adams et al., 2005). 
 
10 Iter di Sperimentazione per l’introduzione nella pratica clinica di nuovi farmaci 
L’EMEA (European Agency for the Evalutation of Medical Products), al pari della FDA (Food and Drug 
Administration) negli Stati Uniti, è l’ente preposto a concedere l’autorizzazione per l’immissione sul 
mercato di nuovi farmaci in Europa, dopo aver fornito una accurata valutazione scientifica sulla qualità, 
sicurezza ed efficacia del nuovo trattamento. Prima di arrivare all’approvazione da parte di questo ente, 
il percorso di un farmaco dalla scoperta alla commercializzazione è molto lungo, mediamente 16 anni, 
richiede investimenti notevoli, vaste risorse sia umane che tecnologiche, ed è caratterizzato da più fasi, 
in ognuna delle quali vengono esaminate caratteristiche specifiche del farmaco per validarne l’efficacia 
e soprattutto la sicurezza. Le varie fasi hanno un ordine ben preciso e solo il superamento con 
successo di ognuna  permette di proseguire l’iter di sperimentazione, di cui in seguito vengono 







La decisione di investire su un progetto di ricerca che porti alla scoperta di un nuovo farmaco da 
sviluppare  dipende da numerosi fattori quali la necessità terapeutica (“medical need”) intesa come 
effettivo bisogno di un farmaco efficace sia perché non esistono ancora terapie adeguate, sia perché le 
terapie esistenti sono ancora insoddisfacenti; il numero di pazienti che potrebbero beneficiarne; lo stato 
delle conoscenze scientifiche e le capacità tecnico-scientifiche disponibili; le valutazioni economiche e 
la competizione internazionale; la probabilità di successo. Le discipline scientifiche e tecnologiche che 
entrano in gioco sono molteplici e dagli anni ’50 ad oggi si sono notevolmente incrementate, passando 
dalla chimica e biochimica farmaceutica di base, alla biologia molecolare, alle biotecnologie, alla 
genomica, alla proteomica e oggi allo studio della farmacogenomica che è interessata al genotipo del 
singolo paziente.  Il lavoro di ricerca porta all’identificazione di una molecola che possieda delle 
caratteristiche promettenti per essere avviata allo sviluppo di un farmaco in termini di selettività per il 
target biologico, di biocompatibilità, di massima efficacia con minimi effetti collaterali, di produzione e 
distribuzione su vasta scala. 
TEST PRE-CLINICI 
In principio la scoperta di un nuovo farmaco ci mette davanti alla potenzialità di intervenire per 
modificare, interrompere o evitare il decorso di una malattia, ma una volta identificata una molecola con 
le caratteristiche adeguate è necessario sottoporla a numerosi test ed è quindi fondamentale disporre di 
validi modelli sperimentali, capaci di riprodurre in vitro e in vivo le caratteristiche della malattia su cui si 
vuole intervenire. Lo scopo di questi test è sostanzialmente quello di permettere una valutazione 
farmaco-tossicologica relativa al potenziale nuovo farmaco, individuando la dose terapeutica e la dose 
tossica e i possibili effetti collaterali su organi e apparati (http://www.medtran.ru). 
I modelli in vitro sono costituiti da colture cellulari ed i test pre-clinici eseguiti hanno lo scopo di verificare 
dapprima la biocompatibilità e la non citotossicità delle molecole studiate. Delle circa 10000 sostanze, 
individuate annualmente da ricercatori e medici e sottoposte a questi test, solo il 2,5% viene ammesso 
alla fase successiva, che prevede l’esecuzione di altri test più complessi sui modelli in vivo. Questi sono 
modelli animali, di solito di topo o ratto, che permettono di verificare le reazioni di un organismo vivente 
al trattamento con la sostanza studiata. Il modello adottato deve essere predittivo di eventuali effetti 
collaterali sull’uomo ed allo stesso tempo deve essere sensibile all’azione principale del farmaco. E’ 
essenziale che ogni modello sperimentale combini i disturbi caratteristici della patologia con i difetti 
morfologici e biochimici tipici della malattia stessa. Gli animali da utilizzare devono quindi essere scelti 
in conformità alla molecola da studiare con particolare attenzione alla specie, al ceppo, al sesso, ma 
anche a caratteristiche come l’età e il peso. Per particolari tipi di esperimenti è inoltre opportuno 
scegliere animali che siano stati modificati, ad esempio: 




- topi knock-out in cui geni endogeni siano stati mutati o completamente inattivati;  
- topi transgenici che abbiano aggiunto al proprio genoma un gene esogeno da esprimere in un 
determinato momento della crescita o in un tessuto specifico per riprodurre un’anomalia patologica.  
Devono essere valutati e determinati inoltre diversi altri parametri, tra i quali: 
- la o le dosi della sostanza da somministrare;  
- la via o le vie di somministrazione che saranno poi le stesse previste in terapia; 
- l’opportuno schema di trattamento in base ad esperimenti precedenti o a dati reperibili da fonti di 
letteratura; 
- le condizioni sperimentali più adeguate per quanto riguarda la dieta, le modalità di allevamento e la 
stabulazione; 
- l’allestimento di adeguati gruppi di controllo che permettano di valutare qualitativamente e 
quantificamente i risultati ottenuti sia in termini di sopravvivenza che in termini di effetti terapeutici, effetti 
collaterali, tossicità acuta per singola dose o tossicità per dosi ripetute.  
Soprattutto per i farmaci antitumorali è opportuno dettagliare dei parametri per la valutazione 
dell’efficacia terapeutica, con un piano statistico ben definito, per vedere non solo se essi sono efficaci 
nel ridurre la massa tumorale, ma anche se incrementano significativamente la sopravvivenza o se 
comportano dei benefici significativi rispetto ai prodotti già in commercio, ad esempio offrendo una via di 
somministrazione più agevole per il paziente. Per determinati tipi di farmaci è anche importante valutare 
gli eventuali effetti sulla funzione riproduttiva, sia in termini di fertilità che di capacità riproduttiva, la 
tossicità embrio-fetale e perinatale, il potere mutageno e quello cancerogeno, le proprietà 
immunogeniche o allergizzanti. Vengono poi analizzate la farmacodinamica e la farmacocinetica e 
l’analisi dovrebbe concludersi con una valutazione del rischio ambientale e dell’ecotossicità presentati 
dal medicinale in studio (http://www.ministerosalute.it). 
Nella ricerca biomedica e farmaceutica, già da molti anni, si utilizzano modelli animali per lo studio dei 
meccanismi e delle possibili cure di malattie umane, nella sperimentazione di terapie geniche e nello 
sviluppo di nuovi farmaci (Paigen, 1995; Chien, 1996). Ratti e topi, come abbiamo descritto, vengono 
utilizzati come modelli grazie alla loro somiglianza genetica con l’uomo, al loro breve ciclo riproduttivo e 
al loro facile mantenimento, ma a causa delle loro ridotte dimensioni, il loro studio necessita di strumenti 
dedicati ad alta risoluzione spaziale. Soprattutto per questa fase preclinica le tecniche che utilizzano 
radiotraccianti attualmente rivestono una crescente importanza per il fatto che esse costituiscono l’unico 
approccio possibile per l’indagine in vivo dei processi molecolari che avvengono a livello cellulare. Una 
di queste tecniche è la Tomografia a Emissione di Positroni (PET) (Cutler et al., 1992): è una tecnica 
della medicina nucleare che permette la misura della concentrazione locale di isotopi che emettono 
positroni, una seconda è la Tomografia ad Emissione di Singolo Fotone (SPECT) (Strand et al., 1994) 




prima di procedere alla sperimentazione su soggetti umani di nuovi farmaci o terapie, di eseguire studi 
di biodistribuzione su animali in-vivo, ossia di misurare le concentrazioni spaziali e temporali del 
farmaco nei tessuti senza che ciò comporti il sacrificio dell’animale ed offrono inoltre numerosi vantaggi: 
accelerano notevolmente i tempi di indagine e permettono la misura di rapide variazioni di distribuzione 
poiché sono molto sensibili. Inoltre, poiché una stessa indagine può essere ripetuta sullo stesso 
animale, viene ridotto l’errore introdotto dalla naturale differenza tra animale e animale diminuendo il 
numero di cavie da sacrificare. Oltre a ciò poiché molte patologie umane sono state riprodotte con 
successo in animali da laboratorio, come alcuni tumori specifici o alcune malattie degenerative del 
sistema neurologico quali il morbo di Parkinson, questo tipo di indagine consente di seguire l’evoluzione 
della patologia e di valutare l’effetto dei trattamenti adottati nel tempo. Analogamente alla validazione di 
neurofarmaci la PET/SPECT per piccoli animali può essere utilizzata per lo studio di nuovi farmaci 
antitumorali attraverso la possibilità di monitorare la captazione del farmaco, opportunamente 
radiomarcato, nelle cellule tumorali e nei successivi studi sull’efficacia della cura stessa.  
Un limite che caratterizza queste tecniche è però costituito dall’utilizzo di molecole radiomarcate, che 
comportano un rischio biologico e sono quindi più difficili da gestire. Recentemente si sta però 
diffondendo una nuova emergente tecnica che potrebbe per certi scopi ovviare a questo problema, 
ovvero l’Optical Molecular Imaging.  Questa tecnica permette di sfruttare una gamma di coloranti vitali 
che assorbono ed emettono nell’intorno della lunghezza d’onda dell’infrarosso per marcare sia cellule 
che molecole proteiche specifiche, tra cui anche anticorpi, di iniettarle in topi o ratti e di realizzare  delle 
acquisizioni in vivo che come per le tecniche precedenti, permettono di seguire il pattern di diffusione 
cellulare, gli organi principalmente raggiunti, la formazione di masse tumorali, così come la 
biodistribuzione di un farmaco. 
In ogni caso un aspetto interessante da tenere a mente è che biocompatibilità ed efficacia di un farmaco 
o di un biomateriale impiantato nell’animale non comporta necessariamente una buona riuscita anche 
nell’uomo e per questo che le fasi successive che riguardano test effettuati in clinica sull’uomo sono 
necessarie. 
TEST CLINICI 
Accertato un certo grado di sicurezza per il farmaco (circa 1 su 10000) si passa ai test clinici sull’uomo 
divisi in tre fasi distinte e successive. La cosa che caratterizza maggiormente queste tre fasi è il numero 
di pazienti (volontari) che da circa una quarantina nella prima fase aumenta fino anche a decine di 
migliaia nella terza. Il percorso della sperimentazione clinica inizia con un disegno sperimentale 
accurato che implica vari aspetti critici fra cui: una precisa ipotesi scientifica, il disegno sperimentale, gli 
obiettivi primari e secondari, i criteri di inclusione  e di esclusione sulla scelta dei soggetti da arruolare, 




• Fase I: in questa fase di farmacologia clinica si effettua la prima somministrazione sull’uomo e 
vengono avviati gli studi sui meccanismi di farmacocinetica, farmacodinamica, metabolismo e 
biodisponibilità. Si valutano anche i possibili effetti collaterali del farmaco a carico di altri organi e altre 
funzioni dell’organismo. In genere lo studio avviene su soggetti sani e volontari. In questo stadio si 
possono apportare gli ultimi miglioramenti alla molecola del principio attivo, sia in termini di 
composizione chimica che di processo di produzione: se dopo questa fase vengono apportate 
modifiche alla molecola e/o al processo produttivo, il prodotto viene sottoposto di nuovo a tutte le 
sperimentazioni pre-cliniche e cliniche (http://www.medtran.it).  
• Fase II: terminata l’analisi farmacologica, si passa a determinare l’efficacia terapeutica del nuovo 
farmaco e ad identificarne la posologia. In alcuni selezionati centri ospedalieri dotati di comitati etici di 
controllo, su pazienti affetti da patologie specifiche, si realizza una serie di studi che comprendono sia 
una ulteriore affinamento dell’analisi sulla tossicità e sugli effetti collaterali, sia degli studi in doppio 
cieco, per misurare di quanto l’effetto del nuovo farmaco sia superiore all’effetto placebo, sia degli studi 
di confronto con un farmaco di riferimento già usato in terapia. 
Ogni paziente che partecipa alla sperimentazione deve essere informato puntualmente degli effetti del 
nuovo farmaco e dei potenziali rischi previsti, e firmare una dichiarazione di consenso informato.  
• Fase III: terminato con successo lo studio dell’efficacia clinica del nuovo farmaco, si continua la 
sperimentazione avviando uno studio multicentrico cioè allargando il numero di ospedali e cliniche 
coinvolte, con l’obiettivo di confermare l’efficacia, affinare i dosaggi e la formulazione scelta, valutare il 
valore terapeutico, definire meglio il rapporto sicurezza/efficacia e superare il problema della variabilità 
individuale. Si cerca in questa fase di riprodurre le condizioni il più possibile assimilabili a quelle di 
utilizzo su larga scala  (http://www.farmacovigilanza.org).  
 
Durante queste tre fasi di sperimentazione clinica, il farmaco non è ancora in vendita, ma può essere 
usato soltanto negli ospedali e soltanto sui pazienti selezionati che partecipano allo studio. Terminata 
l’ultima fase si fa domanda di registrazione e autorizzazione all’immissione in commercio della nuova 
specialità farmaceutica agli enti preposti (FDA negli Stati Uniti ed EMEA in Europea), i quali possono 
anche chiedere sperimentazioni aggiuntive prima di approvare il farmaco per l’utilizzo in precise 
indicazioni terapeutiche e per il trattamento di patologie ben definite.  
In conclusione, se tutte le sperimentazioni si sono concluse con un successo, il farmaco viene 
approvato e messo in vendita nelle farmacie, ma il percorso di valutazione non è finito. Inizia infatti a 
questo punto la fase IV, detta di farmacovigilanza, nella quale, anche dopo la commercializzazione, il 
nuovo farmaco viene tenuto sotto controllo per rilevare effetti collaterali e/o problemi eventualmente 
sfuggiti ai test clinici precedenti, perché si manifestano molto raramente o a lungo/lunghissimo termine, 




eventuali altre indicazioni terapeutiche. Nel settembre del 2002, (con CIRCOLARE 2 settembre 2002 
n.6) il Ministero della Salute ha regolamentato gli Studi condotti dopo la commercializzazione del 
farmaco, definendo una nuova entità: gli Studi Osservazionali. Si tratta di studi nei quali i farmaci 
vengono utilizzati secondo consuetudine ed acquistati dai Centri che partecipano alla sperimentazione: 
in tali studi vengono registrati alcuni parametri di particolare interesse per valutare meglio la tollerabilità, 
e in alcuni casi l'efficacia, del farmaco su grandi numeri di pazienti. 
Chiaramente, a seguito di queste considerazioni, l’approvazione data a un farmaco può sempre essere 
revocata o se ne può ridurre l’uso a categorie ristrette di pazienti. 
Il percorso dalla scoperta alla vendita di un farmaco è quindi molto lungo, ma ogni sua parte è 
fondamentale. Soprattutto le prime fasi di ricerca e la fase pre-clinica devono ricevere molta attenzione, 
poiché la progettazione accurata degli esperimenti preliminari in vitro ed in vivo sugli animali sono 
essenziali per discriminare tra molecole su cui vale la pena investire risorse umane, tempo e denaro per 





Nel corso degli ultimi dieci anni la chemioterapia, trattamento tradizionale dei tumori, si è andata 
integrando con l’immunoterapia. Con questo termine ci si riferisce generalmente a tutti quegli approcci 
basati sull’utilizzo di agenti terapeutici che vanno a colpire le cellule tumorali attraverso un 
riconoscimento immune passivo, come ad esempio quello tra un antigene ed un anticorpo che ha un 
effetto limitato al tempo in cui l’anticorpo è presente, o grazie ad un meccanismo attivo, ovvero 
coinvolgendo il sistema immunitario del paziente e stimolandolo a preparare un attacco immune contro 
determinati antigeni tumorali, cosa che avviene nel caso della somministrazione di un vaccino. In ogni 
caso lo scopo dell’immunoterapia è quello di causare la distruzione e l’eliminazione del tumore o di 
inibirne la crescita (Maloney, 2005).  
Negli ultimi anni si sono avuti numerosi successi in clinica derivati dall’introduzione degli anticorpi 
monoclonali in terapia e questo ha offerto un ulteriore stimolo verso lo sviluppo di molecole capaci di 
riconoscere nuovi bersagli, di attivare meccanismi d’azione più efficaci o di potenziare maggiormente 
quelli già sperimentati.  
 
Lo scopo del lavoro di questi tre anni è stato dunque quello di studiare e mettere a punto nuove 
strategie che potrebbero migliorare i meccanismi di funzionamento di alcune molecole anticorpali, sia 
che esse siano ancora in una fase di studio in vitro e debbano ancora essere ingegnerizzate, come ad 
esempio l’anticorpo murino KPL1 che riconosce la molecola PSGL1, antigene associato al Mieloma 
Multiplo, sia che siano in fase pre-clinica in vivo, come minibody appena isolati induttori dell’apoptosi 
che riconoscono i recettori di TRAIL, sia che esse siano già state introdotte in commercio, come ad 
esempio gli anticorpi Rituximab e Alemtuzumab che sono ampiamenti usati per il trattamento 
rispettivamente del LNH e delle LLC. In particolare si sono volute indagare delle strategie attraverso le 
quali potesse essere potenziato il ruolo svolto dal sistema del complemento, che nella terapia dei tumori 
ed in particolare delle neoplasie ematologiche, negli ultimi anni si è rivelato essenziale. Esso è infatti 
costituito da molecole che possono facilmente penetrare e diffondere nella massa tumorale, inoltre 
diverse cellule neoplastiche sono in grado di sintetizzare e secernere autonomamente componenti del 
complemento (Macor et al., 2007).  
Principalmente esistono due strategie per aumentare l’efficacia d’azione di un anticorpo che noi 
abbiamo voluto vagliare: la prima è quella di utilizzarlo in associazione a degli anticorpi bloccanti gli 
inibitori del complemento di membrana, la seconda è quella di somministrare diversi anticorpi 
monoclonali, indirizzati verso diversi epitopi di un antigene o verso diversi bersagli antigenici presenti 
sulla stessa cellula tumorale, nel tentativo di aumentare l’aggregazione anticorpale sulla superficie 




riconosciuti dal primo componente complementare della via classica, ciò rende ragione di una maggiore 
attivazione della cascata e quindi di un’aumentata lisi cellulare. 
 
Poiché però i risultati raccolti in vitro non sempre rispecchiano gli effetti derivati dall’utilizzo di un agente 
terapeutico e le sinergie o gli antagonismi esistenti nel caso dell’utilizzo combinato di più farmaci, 
abbiamo voluto anche verificare, mediante un’indagine approfondita della letteratura, l’esistenza o meno 
di un modello animale su cui potessimo iniziare a indagare in vivo gli effetti delle molecole da noi 
studiate. Da questa analisi e grazie alla precedente esperienza del laboratorio, abbiamo acquisito le 
informazioni necessarie per mettere a punto un modello animale in topi SCID (Severe Combined 
ImmunoDeficiency) di linfoma di Burkitt, un linfoma Non-Hodgkin particolarmente aggressivo, che è 
diventato il nostro modello di studio. Con questo modello ci siamo posti lo scopo di indagare la 
disseminazione in vivo delle cellule tumorali utilizzando come sonda un anticorpo già ampiamente 
utilizzato in clinica, cioè Rituximab, che lega le cellule tumorali in modo specifico attraverso il CD20 di 
superficie. Sempre nell’ambito di questa sperimentazione ci siamo anche posti come obiettivo quello di 
effettuare un piccolo studio di farmacocinetica esaminando le modalità ed i tempi nei quali Rituximab 
viene assorbito e raggiunge il target tumorale. Per fare questo abbiamo utilizzato una innovativa tecnica 
di Optical Imaging grazie alla collaborazione con il Centro di Biomedicina Molecolare di Basovizza (TS). 
Questa tecnologia ha la caratteristica di essere praticamente non invasiva e permette di fare 
acquisizioni molto ravvicinate nel tempo sugli animali oggetto di studio. Noi abbiamo esaminato la 
biodistribuzione di Rituximab sia dopo somministrazione intraperitoneale (i.p.) che endovenosa (e.v.).  
In un secondo momento ci siamo anche posti lo scopo di perfezionare questo modello utilizzando una 
metodica di marcatura diretta delle cellule tumorali utilizzate per l’inoculo, attraverso l’uso di un 
colorante vitale compatibile con questa tecnologia. Volevamo infatti assicurarci di poter monitorare in 
modo più preciso possibile la disseminazione neoplastica e non solamente quella percentuale di cellule 
che può essere raggiunta dall’utilizzo di Rituximab marcato come sonda molecolare. 
Un ulteriore obiettivo che ci siamo posti è stato infine quello di  mettere in luce i meccanismi d’azione 
attraverso cui Rituximab esplica il proprio effetto citotossico nel modello murino, cosa che potrebbe 
fornire interessanti spunti di ricerca riguardo alle strategie mediante le quali l’azione di Rituximab 
potrebbe essere ulteriormente migliorata e incrementata. Questo potrebbe essere utile innanzitutto in 
virtù del fatto che alcuni pazienti stanno iniziando a manifestare forme di resistenza a questa molecola, 
ma anche perché, così come per molte altre forme tumorali, anche per le neoplasie ematologiche 
rimangono le difficoltà terapeutiche legate al trattamento delle ricadute e della malattia residua 





L’associazione di più molecole anticorpali per potenziare l’efficacia di un meccanismo terapeutico che 
avevamo studiato in vitro, ci ha poi dato anche lo spunto per indagare la possibilità di utilizzare 
contemporaneamente molecole capaci di attivare in maniera più incisiva, coinvolgendo bersagli 
differenti, non solo uno, ma più meccanismi d’azione antitumorali diversi come ad esempio l’apoptosi ed 
un meccanismo dipendente dal complemento. A questo proposito abbiamo condotto degli studi in vitro 
e in vivo utilizzando sia la molecola ricombinante TRAIL, sia un minibody (MB2.23) capace di legare da 
agonista uno dei recettori attraverso cui TRAIL esplica il proprio effetto apoptotico, e cioè TRAIL-R2. In 
questo ambito di ricerca abbiamo voluto saggiare un potenziale effetto sinergico derivato 
dall’associazione di Rituximab con ciascuna di queste due molecole. 
 
Da quest’ultimo studio in particolare è risultato essenziale effettuare un targeting tumore specifico 
affinché anticorpi di cui le funzioni possono essere strettamente correlate e sinergiche riescano a 
raggiungere la medesima cellula tumorale e ad esplicare in quella sede il loro effetto terapeutico. Lo 
scopo del lavoro è stato allora quello di costruire una molecola anticorpale che avesse in sé le 
specificità di due anticorpi diversi, cioè una molecola con una doppia specificità, che abbiamo chiamato 
minibody bispecifico.  
Una volta creata, lo scopo ultimo del progetto è stato quello di vagliare in un modello murino la capacità 
della molecola di raggiungere il bersaglio tumorale e di agire. 
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RISULTATI E DISCUSSIONE 
I. Potenziamento dell’azione antitumorale complemento-mediata attraverso l’utilizzo di anticorpi 
bloccanti gli inibitori di membrana del complemento in una potenziale immunoterapia del 
mieloma multiplo (MM) 
 
In seguito all’identificazione di PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand-1),  un marker di differenziazione 
espresso ad alti livelli sia sulle plasmacellule normali che sulle plasmacellule tumorali, come potenziale 
nuovo target terapeutico per lo sviluppo e l’introduzione di un anticorpo antitumorale nella terapia del 
mieloma multiplo (MM), nell’ambito della collaborazione con l’Università di Palermo, è stato 
caratterizzato in vitro l’utilizzo dell’anticorpo monoclonale murino anti-PSGL-1 KPL1. Ad oggi, infatti, non 
esiste un trattamento immunoterapico per questo tipo di tumore perciò, essendo stato caratterizzato 
PSGL-1 come antigene associato al MM, la dimostrazione che l’anticorpo KPL1, diretto contro questa 
molecola, sia in grado di lisare le cellule mielomatose, ne suggerisce una sua umanizzazione per 
l’utilizzo clinico come anticorpo antitumorale. Sono stati indagati in vitro i tre principali meccanismi di 
funzionamento degli anticorpi antitumorali, e cioè l’apoptosi, l’ADCC e la CDC. In breve, l’apoptosi ha 
interessato una percentuale di cellule mielomatose del 50% e si è rivelata un meccanismo dose e 
tempo-dipendente, l’ADCC in presenza di cellule effettrici umane non ha dato percentuali di lisi 
significative, ma usando cellule murine ha dato il 25% di morte cellulare, la CDC, infine, né utilizzando 
come fonti di componenti complementari siero umano, né murino, né di ratto ha dato percentuali 
rilevanti di lisi, ma dai dati raccolti, è chiaramente emerso il limite costituito dalla presenza degli inibitori 
di membrana e l’importanza del loro blocco al fine di aumentare l’attivazione della cascata 
complementare indotta da KPL1 e potenziare l’immunoterapia di questa neoplasia. In particolare 
utilizzando tre anticorpi bloccanti CD46, CD55 e CD59 l’incremento di CDC è stato circa del 35% 
utilizzando siero di ratto e del 30% utilizzando siero umano come fonte di complemento. 
I dettagli sperimentali ed i dati raccolti nell’ambito di questo studio sono presentati nel lavoro riportato di 
seguito che è stato accettato dalla rivista Current Cancer Drug Therapy. 
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Monoclonal antibodies (mAbs), successfully adopted in the treatment of several 
haematological malignancies, have proved almost ineffective in multiple myeloma (MM), 
because of the lack of an appropriate antigen for targeting and killing MM cells. 
Here, we demonstrate that PSGL1, the major ligand of P-Selectin, a marker of plasmacytic 
differentiation expressed at high levels on normal and neoplastic plasma cells, may represent 
a novel target for mAb-mediated MM immunotherapy. 
The primary effectors of mAb-induced cell-death, complement-mediated lysis (CDC) and 
antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC), were investigated using U266B1 and 
LP1 cell-lines as models. Along with immunological mechanisms, the induction of apoptosis 
by PSGL1 cross-linking was assessed. 
The anti-PSGL1 murine mAb KPL1 induced death of MM cells in a dose- and time-
dependent fashion and mediated a significant amount of ADCC. KPL1 alone mediated C1q 
deposition on target cells but proved unable to induce CDC due to inhibition of the lytic 
activity of complement by membrane complement regulators (mCRP) expressed on the cell 
surface. Consistently, CDC was induced by KPL1 upon mCRP blockage.  
Our results suggest a role for PSGL1 in MM humoral immunotherapy and support further in 
vivo studies assessing the effects of anti-PSGL1 mAbs on MM growth and interaction with 
the bone marrow microenvironment. 
 
Running title: Targeting PSGL1 for Multiple Myeloma Immunotherapy. 
 





Multiple myeloma (MM) is a clonal proliferation of terminally differentiated B-cells that 
accounts for about 10% of all the haematological malignancies and affects middle aged-to-old 
patients. MM usually follows a chronic course with a considerable percentage of patients 
dying within five years of the diagnosis. Despite advances in treatment strategies, ranging 
from conventional chemotherapy with alkylating agents and stem cell transplantation, to the 
use of anti-angiogenetic or proteasome inhibiting drugs [1,2], MM still remains an incurable 
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malignancy since a relatively high percentage of patients (more than 50%) are unresponsive to 
treatment, and even responders can eventually develop drug resistance.  
Among emerging therapies, humoral immunotherapy based on monoclonal antibodies (mAbs) 
has recently come into focus as a possible choice in the treatment of several haematological 
malignancies [3]. A major problem about the use of mAb immunotherapy in MM, is 
represented by the selection of a suitable antigen, which can be used as a potential target on 
myeloma cells, leading to their destruction. Until now, several candidate molecules have been 
proposed, including CD20 [4], CD38 [5], CD40 [6], CD56 [7], CD138 [8], CD74 [9], the 
unclustered surface type II transmembrane glycoprotein [6], and beta2-microglobulin [10]. 
Some of these, like CD38, CD138, and CD56, are regarded as markers of plasmacytic 
differentiation and are involved in the adhesive interactions of MM cells with the bone 
marrow (BM) microenviroment [11], essential for MM-cells homing to the BM and for their 
growth and survival. MAbs that target such molecules could affect these interactions, causing 
the loss of proliferation and survival stimuli directed to neoplastic cells [12].  
However, none of these molecules have so far been considered a valid therapeutic target [13]. 
We have recently investigated P-selectin glycoprotein ligand 1 (PSGL1, CD162), the P-
selectin major ligand, reaching the conclusion that it represents a marker of plasmacytic 
differentiation, as it is constantly expressed in MM cells as well as in lymphoproliferative 
disorders showing plasmacytic differentiation [14].  
PSGL1 (P-selectin glycoprotein ligand 1) is a homodimeric glycoprotein with two disulfide-
linked subunits (relative masses of about 120,000 Daltons)  which carries a sialyl Lewis x 
epitope, a limited number of N-linked glycans and clustered, sialylated, O-linked glycans 
[15]. It binds with different affinity, to P-, L- and E-selectin, and is normally expressed on the 
microvilli of polymorphonuclear leukocytes, monocytes, and T-lymphocytes.  
The interaction of PSGL1 with P-selectin, present on activated platelets and endothelial cells, 
plays a role in the initial tethering of leukocytes at the site of inflammation [16]. Besides cell-
cell and cell-matrix adhesive function, several observations indicate that PSGL1 can also act 
as a signalling molecule, when localized in lipid rafts [17].  
Although the intracellular signalling pathways initiated by PSGL1 are not yet fully 
characterized, PSGL1 engagement in neutrophils has been shown to induce activation of the 
ERK family of Map kinases and GTPase Ras and secretion of cytokines, such as IL-8 [18].  
PSGL1 also facilitates infections by some intracellular pathogens, acting as a receptor for 
microorganisms like Ehrlichia [19] and Anaplasma phagocytophilum [20].  
Recent studies based on mouse models revealed new biological functions of PSGL1 in the 
immune system. PSGL1 has been reported to induce the generation of tolerogenic dendritic 
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cells through its interaction with P-selectin [21]. Furthermore, cross-linking of PSGL1 by the 
monoclonal TAB-4 antibody, has been shown to trigger caspase-independent cell-death of 
activated T-lymphocytes, preserving resting T-cells [22]. This anti-PSGL1 antibody proved to 
exert a strong therapeutic effect in controlling graft versus host disease (GVHD) and other T-
cell mediated autoimmune disorders in mice [23].  
The expression of PSGL1 on MM cells, its role as adhesion molecule in the MM-BM stroma 
interactions, and its function as signalling molecule involved in a variety of intracellular 
pathways and in apoptosis induction, prompted us to investigate the possible role of PSGL1 
as a candidate for mAb-based immunotherapy in MM.  
The aim of this study was to investigate the in vitro effect of the anti-PSGL1 blocking mAb, 
KPL1, on human MM cells, evaluating the role of PSGL1 cross-linking in cell-death 
induction and the contribution of immunological effector mechanisms, including Antibody-
Dependent Cell-mediated Cytotoxcicity (ADCC) and Complement Dependent Cytotoxcicity 
(CDC). 
 
Materials and methods 
 
Cell lines and bone marrow samples. 
The human myeloma cell lines U266B1 and RPMI8226 were purchased from the American 
Type Culture Collection (ATCC; Manassas, VA). LP1 and IM9 myeloma cell lines were 
kindly provided by Dr. V. Gattei (Centro di Riferimento Oncologico, Aviano, Italy). The cells 
were grown in RPMI-1640 medium supplemented with 10% heat inactivated fetal bovine 
serum (FBS) (Hyclone Laboratories, Logan, United Kingdom), 2mM glutamine, 100 U/ml 
penicillin, 100 µg/ml streptomycin, and incubated at 37C° in 5% CO2 humidified atmosphere.  
Bone marrow biopsies and aspirates from six consecutive multiple myeloma patients were 
obtained during a routine clinic visit at the Haematology Unit of the University Hospital of 
Palermo. All samples were collected prior to any treatment. 
 
Antibodies. 
Mouse monoclonal anti-PSGL1 (clone KPL1), mouse monoclonal anti-CD46 (clone GB24), 
and rat monoclonal anti-CD59 (clone YTH53.1) were kindly provided by Santacruz 
Biotechnology Inc. (CA, USA), by Cymbus Biotechnology Ltd. (UK), and by S. Meri 
(Helsinki, Finland) respectively. Mouse monoclonal anti-CD138 (clone 5F7, Novocastra, 
UK), control mouse IgG1 (Dako, Denmark), PE-conjugated mouse monoclonal anti-PSGL1 
(clone KPL1, BD Biosciences, NJ, USA), FITC-conjugated mouse monoclonal anti-CD138 
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(clone Mi15, BD Biosciences, NJ, USA), control FITC-conjugated mouse IgG1 (X40, BD 
Biosciences, NJ, USA), FITC-conjugated goat anti-mouse IgG (Invitrogen Molecular Probes, 
CA, USA), FITC-conjugated rabbit polyclonal anti-C1q (Dako, Denmark), FITC-conjugated 
rabbit polyclonal anti-C4c (Dako, Denmrak), rhodamine-red-conjugated goat anti-mouse IgG 
(Invitrogen Molecular Probes, CA, USA), HRP-conjugated anti-mouse Ig (Amersham 
Biosciences, UK), HRP-conjugated anti-rabbit Ig (Amersham Biosciences, UK), mouse 
monoclonal anti-actin (clone Ab-1, Calbiochem Darmstadt, Germany), rabbit polyclonal anti-
caspase-3 (Pharmingen, CA, USA), rabbit polyclonal anti-Bak (Upstate Biotechnology Inc., 
NY, USA), mouse monoclonal anti-Bcl-XL (clone H-5, Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, 
USA), mouse monoclonal anti-Bcl-2 (clone 124, Upstate Biotechnology Inc., NY, USA), and 
mouse monoclonal anti-CD55 (clone BRIC216, IGBRL, UK) were purchased. 
  
Histology and immunohistochemistry. 
Formalin-fixed, paraffin embedded sections of bone marrow biopsies from myeloma patients 
were deparaffinized with xylene, and rehydrated to water through a graded alcohol series. 
Endogenous peroxidase activity was quenched with 3% hydrogen peroxide. Myeloma cells 
were identified by morphological assessment and CD138 reactivity. CD138 and PSGL1 
expression were detected using primary unconjugated antibodies (8µg/ml anti-CD138, 2µg/ml 
anti-PSGL1), secondary biotin-labelled antibodies and streptavidin/horseradish peroxidase. 
Chromogen 3,3-diaminobenzidine/H2O2 (DAKO, Denmark) was used and slides were 
counterstained with hematoxylin. Slides were evaluated under a Leica DM2000 optical 




Immunofluorescence was performed on cell line cytospins and paraffin-embedded BM 
sections.  
U266B1 cells were washed in PBS and transferred onto slides by cytocentrifugation. Cells 
were then fixed with 2% paraformaldehyde for 10 minutes at room temperature, followed by 3 
times of PBS washing, blocked with 3% BSA in PBS containing 0.5% Triton X-100 for 20 
min at room temperature. Cells were incubated with KPL1 (2 µg/mL) in blocking buffer for 
20 minutes at room temperature, rinsed with PBS, and subsequently incubated with 
fluorescein-conjugated goat anti-mouse (Invitrogen Molecular Probes, CA, USA) for 1 hour 
at room temperature. Nuclear counterstaining was performed by two minutes’ incubation with 
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Hoechst (Molecular Probes, Eugene, OR) at room temperature. Slides were evaluated under a 
Leitz DMRB fluorescence microscope (Leica, Germany).  
Deparaffinized and rehydrated BM sections were blocked with 3% BSA in PBS containing 
0.5% Triton X-100 for 10 minutes at room temperature. Sections were incubated with KPL1 
antibody (2µg/mL) for 1 h at 37°C, rinsed with PBS, and incubated with rhodamine-red-
conjugated goat anti-mouse (Molecular Probes, Eugene,OR) secondary antibody for 1 hour at 
room temperature. Slides were washed in PBS and incubated with FITC-conjugated mouse 
anti-CD138 (1µg/mL, BD Biosciences). Nuclei were counterstained with TOTO3 iodide (final 
2 µM, Invitrogen Molecular Probes, CA, USA). Slides were analysed with a laser scanning 
confocal microscope (IX81, Olympus, Germany). 
 
Flow cytometry 
Flow cytometry analysis was performed on MM cells and on bone marrow aspirates from 
patients with MM using either indirect immunofluorescent staining or FITC- and PE-
conjugated primary antibodies. Samples were analysed on a Becton Dickinson FACScalibur 
(BD Biosciences, NJ, USA). 
 
Western blot. 
KPL1- or control-Ig-treated cells were harvested, washed and lysed with lysis buffer (50 mM 
Tris, pH 7.5, 140 mM NaCl, 5 mM EDTA, 5 mM NaN3, 1% Triton-X-100, 1% NP-40, 1x 
protease inhibitors cocktail). The cell lysates (30 µg/lane) were analysed by SDS-PAGE 
under reducing conditions, transferred onto nitrocellulose membrane, and revealed with the 
relevant primary antibodies. After washing, blots were incubated for 1h with horseradish 
peroxidase–conjugated anti-mouse and anti-rabbit secondary antibodies (Amersham 
Biosciences, UK), and visualized with enhanced chemiluminescence detection systems 
(SuperSignal West Pico/Dura Extended Duration Substrate, Pierce Biotechnology). 
 
Cell death assays. 
To induce cell death, MM cells (106/ml) were treated with three different concentrations of 
KPL1 (2, 4, 8 µg/ml) or control Ig, plus polyclonal goat anti-mouse Ig (1, 2, 4 µg/ml) as 
crosslinker. Six well plastic plates were incubated for 12 or 24 hours in a humidified 37°C, 
5% CO2 incubator and harvested for cell death quantitation. The fraction of apoptotic cells 
was determined by staining cells with Annexin V-FITC apoptosis detection kit (Sigma). 
Double staining for FITC-conjugated Annexin-V binding and for cellular DNA using 
propidium iodide (PI) was performed as follows: after two washings with PBS, cells were 
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resuspended in binding buffer (10 mM hepes/NaOH, ph 7.5, 140 Mm NaCl, 2.5 mM CaCl2 ) 
and then FITC-Annexin V and PI were added to a final concentration of 0.5 µg/ml and 2 
µg/ml of cell suspension respectively. The mixture was incubated for 10 minutes in the dark 
at room temperature and then analyzed by flow cytometry. 
For a qualitative evaluation of cell death, TdT-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL) 
assay was performed on cells incubated for 24 hours with 8 µg/ml KPL1 or control Ig and 
included in fibrin clots. Briefly, after 2 washes in cold PBS, 50µl of tromboplastin and plasma 
were added to 106 cell pellets let 15 minutes at room temperature. The fibrin clots obtained 
were fixed in formalin overnight and paraffin embedded. Three-to-five µm thick sections 
were cut and permeabilized with 0.1% Triton X-100 in 0.1% sodium citrate for 2 minutes on 
ice. Apoptosis was detected by In Situ Cell Death Detection, AP Kit (Boehringer Mannheim, 
IN, USA). DNA strand breaks were detected by 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate 
(BCIP, Dako, Denmark) substrate. Positive control was performed by pretreating specimens 
with DNAse I (1 µg/ml) to introduce nonspecific strand breaks, while the negative control 
was performed using the same TUNEL staining without terminal deoxynucleotidyl 
transferase. Death of cells incubated for 24 hours with 8 µg/ml KPL1 or control Ig was also 
analyzed by orange acridine/ethidium bromide staining. 
  
ADCC assay. 
ADCC assay was performed as previously described by Spiridon et al. [24] with some 
modifications. In details, murine effector cells were obtained from the spleens of BALB/c 
mice and stimulated with Concanavalin A (2 µg/106 cells) for 48h. Human pheripheral blood 
mononuclear  cells (PBMCs) were separated from the blood of healthy donors by Ficol-
Hypaque density gradients. Cells were washed once in PBS and then incubated with the 
fluorescent cytoplasmic dye 5-(and-6)-carboxyfluorescein diacetate, succinimidylester 
(Invitrogen Molecular Probes, CA, USA), using 25 µl of a 10 µM solution/106 cells for 7 
minutes in a 37°C water bath. MM cells were harvested, washed and incubated with 8 µg/ml 
of either KPL1 mAb or isotype-matched mouse Ig for 30 minutes at 4°C. Target cells were 
then mixed with either murine or human effector cells at an effector-to-target ratio of 50:1 and 
incubated for 7 hours in a humidified 37°C, 5% CO2 incubator. Samples were analysed by 









The procedure of CDC described by Ziller et al. [25] was followed to evaluate the effect of 
KPL1 mAb and of the neutralizing antibodies anti-CD46,-CD55, and -CD59, on the 
complement susceptibility of U266B1 and LP1 cells.  
Briefly, 2x105/50µl cells were incubated with KPL1 (8µg/ml) with or without blocking 
antibodies against CD46, CD55 and CD59 (10µg/ml each) to a final volume of 100 µl for 10 
minutes at room temperature prior to addition of 25% normal human serum (NHS). After 
further incubation at 37°C for 1hour, the number of residual viable cells was estimated using 
the MTT assay (Monsk et al., 1991) and the percentage of  dead cells was calculated. 
 
Statistical methods 
The data were expressed as mean ± standard deviation and analyzed for statistical significance 
by the two-tailed Student’s t test to compare two groups of data.  Differences were considered 




PSGL1 is expressed on MM cells from patients and on MM cell lines. 
To assess the expression of PSGL1 on the surface of myelomatous plasma cells, bone marrow 
aspirates and trephine biopsies from six consecutive patients with multiple myeloma were 
collected on diagnosis and tested for PSGL1 expression by flow cytometry and 
immunohistochemistry using the anti-PSGL1 KPL1 mAb. MM cells identified on flow 
cytometry by the expression of CD138, were found to express high levels of PSGL1 (Fig.1 a-
c). This expression was confirmed by immunohistochemistry on bone marrow biopsies from 
the same patients, which showed MM plasma cells infiltrating the bone marrow with strong 
membrane reactivity to the anti-PSGL1 monoclonal antibody KPL1 (Fig.1 d). Co-expression 
of PSGL1 and CD138 on the surface of MM plasma cells was also assessed on bone marrow 
samples by double fluorescent staining and detected by confocal microscopy (Fig.1 e).  
U266B1, RPMI8226, LP1, and IM9 MM cells were assessed for PSGL1 expression by flow 
cytometry and immunofluorescence. All the four cell lines significantly expressed PSGL1 
(not shown). Of them, U266B1 and LP1 cells were selected for the in vitro characterization of 
the anti-tumor effects of KPL1 mAb, as they expressed levels of PSGL1 comparable to those 
observed on plasma cells from MM patients (Fig.1 f-g and supplemental-Fig.1a).   
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Cross-linking of PSGL1 by the mAb KPL1 induces death of MM cells 
To examine the contribution of anti-PSGL1 mAb on the induction of MM cell-death, mouse 
anti-human-PSGL1 KPL1 mAb was used together with a secondary polyclonal anti-mouse 
cross-linker as detailed in the Materials and Methods section.  
Interestingly, cross-linking of PSGL1 induced apoptosis of about 50% of U266B1 and nearly 
68% of LP1 cells at a KPL1 concentration of 8 µg/ml in a 24 hours’ culture (p=0.02 and 
p<0.001 compared to control Ig, respectively), while isotype-matched mouse Ig had no effect. 
Furthermore, the apoptotic effect appeared to be dose- (Fig.2 a) and time-dependent (Fig.2 b). 
Apoptotic figures were observed in KPL1-treated cells both by acridine orange staining and 
TUNEL assay (Fig.2 c). Western blot analysis of the cell lysates obtained from KPL1-treated 
cells showed a reduction of the anti-apoptotic Bcl-Xl protein, and up-regulation of BAK 
compared to control-Ig-treated cells, while no difference was observed in Bcl-2 expression. 
The appearance of the cleaved form of the executioner Caspase-3, observed following KPL1 
treatment, was consistent with the activation of the mitochondrial pathway of apoptosis (Fig.2 
d). 
  
Anti-PSGL1 mAb KPL1 mediates ADCC and CDC of MM cells 
Next, the contribution of ADCC of MM cells induced by the KPL1 mAb was evaluated under 
the experimental conditions detailed in Materials and Methods. The results presented in Fig.3 
show that KPL1 induced killing of about 25% (p=0.025 versus control Ig) of MM cells 
through ADCC in the presence of activated murine effectors, while no effect was obtained 
using human PBMCs. 
We also tested the ability of the KPL1 mAb to activate complement and to cause MM cell 
lysis. Mouse, rat, and human sera were used as sources of complement. KPL1 alone proved to 
be ineffective in inducing MM cell lysis with mouse and human sera, while a slight activity 
was observed using rat serum on both U266B1 (Fig.4 a) and LP1 cells, with 16% and 14% of 
cells lysed, respectively (p>0.05 vs control Ig). We therefore tested whether KPL1 was poorly 
able to activate the classic complement cascade or whether complement activity was 
impaired.  
Since the membrane-bound complement regulatory proteins (mCRP) CD46, CD55, and CD59 
represent a major limitation to CDC of eukaryotic cells, we analyzed U266B1 and LP1 cells 
for the surface expression of these molecules. FACS analysis revealed the presence of 
significant levels of mCRP, and in particular of CD59 and CD46 (Fig.4 c and supplemental-
Fig.1 b).  
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Following this observation, we studied the killing effect of complement activated by KPL1, 
on MM cells pre-incubated with GB24, BRIC219 and YTH53.1, three neutralizing mAbs 
against CD46, CD55 and CD59 respectively. Under these conditions, CDC of MM cells 
increased from 16% to nearly 50% (p<0.001 vs control Ig) in U266B1 cells (Fig.4 b) and 
from 14% to about 62% in LP1 cells (p<0.0001 vs control Ig) using rat serum as a source of 
complement. With human serum, the percentage of lysed cells raised from less than 5% to 
about 35% (p=0.001 vs control Ig) in U266B1 cells (Fig.4 b) and from less than 1% to about 
22% in LP1 cells (p=0.005 vs control Ig). No effect was obtained using mouse serum as a 
source of complement (Fig.4 b) or the mixture of the three neutralizing mAbs in the absence 
of KPL1 (data not shown). We further investigated the ability of KPL1 antibody to mediate 
C1q and C4 deposition on MM cells by incubating target cells with KPL1 or control-Ig in the 
presence of C5-deficient human serum. Significant amounts of C1q and C4 were detected by 
flow-cytometry on MM cells undergoing KPL1 treatment as compared to those incubated 
with control-Ig (Fig.5).    
 
Discussion and Conclusion 
 
The differentiation of B-cells into plasma cells is characterized by the ability of these cells to 
secrete immunoglobulins. This change is associated with the display of a specific phenotype 
comprising several surface molecules including CD56 (NCAM), CD38, and CD138 
(Syndecan-1) involved in cell adhesion. These markers, besides their application in the 
diagnostic and prognostic assessment of plasma cell disorders [26] are acquiring an important 
role as candidates for targeted therapies [6]. 
Based on our recent identification of PSGL1 as a marker of plasmacytic differentiation, and 
following the increasing evidence that supports a new role of this molecule in the intracellular 
signaling machinery, we reckoned that this molecule is a good target for humoral 
immunotherapy.  
The mAb activity against tumour-cells is exerted through different mechanisms of action: by 
the recruitment and activation of effector cells that cause antibody-dependent and 
complement-augmented cell-mediated cytoxicity (ADCC, CDCC), by complement-dependent 
cytoxicity (CDC), by the blocking of receptor-ligand interactions, or by direct induction of 
apoptosis [27]. All the aforementioned mechanisms rely on a significant expression of the 
target molecule on the cell surface [28-30].  
FACS analysis of bone marrow aspirates and immunohistochemical evaluation of bone 
marrow biopsies confirmed that the expression of PSGL1 on the surface of neoplastic plasma 
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cells from MM patients was constantly high. Since similar amounts of PSGL1 were detected 
on the surface of the U266B1 and LP1 MM cells, we selected these cell-lines for the in vitro 
characterization of the anti-tumor effect of mAb KPL1. 
The finding that cross-linking of PSGL1 by the KPL1 mAb induced death of a rather high 
proportion of MM cells is in keeping with the data reported by Chen and colleagues on 
murine T-cells treated with the anti-PSGL1 Tab4 antibody [22]. In our experiments this effect 
proved to be dose- and time-dependent  and seemed to involve the mitochondrial pathway of 
apoptosis. 
ADCC and CDC have been extensively documented as major effector mechanisms in mAb-
mediated anti-tumor activity besides apoptosis [31-34]. The finding that the anti-PSGL1 
KPL1 mAb was effective in mediating a significant amount of ADCC (nearly 25%) of MM 
cells in the presence of murine effector cells is consistent with this conclusion. These data on 
the induction of ADCC in MM cells following anti-PSGL1 treatment should be considered 
relevant especially when compared to those reported for antibodies directed against well-
established targets of humoral immunotherapy in B-cell malignancies like CD20 (e.g. 
Rituximab) and CD52 (Campath1H) [35, 36]. 
The importance of CDC has recently been revaluated in the light of the direct effect of 
humoral immunotherapy in reducing the number of tumor cells bearing the target antigens, 
even in the absence of a substantial contribution of cell dependent cytotoxicity [37, 38]. 
During Campath1H treatment of chronic lymphocytic leukemia patients, for example, the 
CDC contribution seems to be prominent as the number of CD52-expressing effector T-cells 
undergoes progressive reduction leading to an impairment of ADCC [39]. 
For CDC assay we tested three different sources of complement provided by mouse, rat and 
human serum in view of a potential use of KPL1 murine antibody in vivo in nude mice and 
rats models, and also of a humanized version for human treatment. KPL1 mAb was not 
efficient in killing MM cells through CDC upon binding to PSGL1 since the percentage of 
cells killed by rat serum used as a source of complement did not exceed 16% whereas mouse 
and human sera were less effective.  The inability of KPL1 to induce CDC was due to 
inhibition of the lytic activity of complement by mCRP expressed on the surface of MM cells, 
suggesting that CDC inhibition mediated by mCRP, which we observed in anti-PSGL1-
treated U266B1 cells, could likely play a role also in the MM cell resistance to humoral 
immunotherapy in vivo. This is in line with previous reports showing that expression of 
mCRP can influence CDC induced by mAbs both in vitro and in vivo [40-42]. To overcome 
this problem, we and others have recently proposed a method for the in-vivo targeting of 
neutralizing Abs against mCRP to enhance the efficacy of CDC mediated by therapeutic 
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MoAbs [42]. The activation of the classical complement cascade by KPL1 was confirmed in 
our experiments also by the deposition, on target MM cells, of C1q and C4. Actually, binding 
of the early complement components to the target cell surface, promotes phagocytosis and 
augments cell-mediated cytotoxcicity (CDCC) even in the absence of complete complement 
activation thus supporting the role of Complement also in conditions of high mCRP 
expression.   
Selection of PSGL1 as a target of mAbs in immunotherapy may raise some concern due to the 
expression of this antigen on the surface of polymorphonuclear leukocytes, monocytes, and T 
lymphocytes. However, anti-PSGL1 treatment in mice has not been associated with the 
occurrence of any significant adverse event or toxicity [23], and PSGL-1 knockout mice have 
not shown increased susceptibility to infections, supporting the redundancy of selectin-
mediated adhesion and extravasation mechanisms in leukocytes [43]. Furthermore, the 
reported ability of anti-PSGL1 treatment to induce apoptosis of activated T-cells may 
represent a useful addition to its anti-myeloma effect by controlling GVHD in patients 
receiving allogeneic stem cell transplant, a role which has already been proposed for 
Campath1H [44, 45]. 
In conclusion, we have shown that PSGL1 is a potential target for immunotherapy of MM 
cells using KPL1 mAb and that the effect of this antibody may be induced through apoptosis, 
ADCC, and CDC provided that C regulators are neutralized on the cell surface. Our results 
lay the basis for further studies aimed to investigate the in vivo efficacy of anti-PSGL1 mAb, 
used alone or in combination with other mAbs directed against other plasma-cell markers or 
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Titles and legends to figures 
 
Figure-1: a-c) Flow cytometry on BM aspirates from MM patients shows that CD138+ MM 
cells express significant levels of PSGL1 (FITC-conjugated anti-CD138, PE-conjugated anti-
CD162 KPL1, BD Bioscience). d-e) Immunohistochemistry for PSGL1 on bone marrow 
biopsy from patients with MM shows an intense and constant reactivity on myelomatous 
plasma cells (KPL1, StreptABC method, DAB; d, original magnification 100x; e, original 
magnification 200x). f) PSGL1 and CD138 co-expression on neoplastic plasma cells is 
detected on bone marrow biopsy by double fluorescence confocal microscopy (CD138-FITC, 
green; KPL1-PE, red). Pictures (a-f) are relative to BM biopsy and BM aspirate from the 
same patient. Similar results were observed on samples from the other patients.  
g-h) U266 and LP1 MM cells were selected for the in vitro experiments of cell-death 
induction, due to their expression of PSGL1 which is similar to that observed in MM cells 
from patients by both flow cytometry (g) and immunofluorescence. On immunofluorescence, 
a stronger reactivity to KPL1 is found in cells with plasmacytoid morphology (h). 
 
Figure-2: a-b) Time-dependent (a, 8 µg/ml KPL1) and dose-dependent (b, 24 hr culture) 
response of KPL1-induced death in U266B1 cells assessed by Annexin V and Propidium 
Iodide staining. Points, means of three different experiments. Similar results were observed 
with LP1 cells. *p=0.013 **p=0.005 c) A higher fraction of apoptotic figures can be detected 
in KPL1-treated MM cells (8 µg/ml KPL1 + 4 µg/ml crosslinker, 24h culture) by both 
acridine orange staining and TUNEL assay compared to control-Ig-treated cells. Pictures are 
relative to a representative experiment with U266B1 cells. Similar results were obtained with 
LP1 cells. d) Western blot of cell lysates from KPL1- (8 µg/ml + 4 µg/ml crosslinker, 24h 
culture) and control Ig-treated MM cells shows down-regulation of anti-apoptotic Bcl-xL 
protein, up-regulation of pro-apoptotic Bak and activation of the executioner Caspase-3 in 
KPL1-treated cells. Results are relative to a representative experiment with U266B1 cells. 
Similar results were obtained with LP1 cells. 




Figure-3: A significant fraction (about 25%) of U266B1 cells udergoes death from ADCC 
when incubated with KPL1 (8 µg/ml) in the presence of mouse effector cells (effector-to-
target ratio, 50:1) while no ADCC occurs with human peripheral blood mononuclear cells. 
Columns, means of three different experiments. n.s. = not significant **p=0.025 
 
Figure-4: a) Binding of KPL1 (8 µg/ml) on the surface of MM cells is not effective in 
inducing complement-dependent cytotoxicity using mouse (M), human (H) or rat (R) sera as 
sources of complement. b) The percentage of lysed cells through CDC by human and rat 
complement rises to significant values following blockage of the membrane complement 
regulatory proteins CD46, CD55, and CD59 expressed on MM cells (c), while mouse 
complement still remains ineffective. Columns, means of three different experiments. Results 
shown are relative to representative experiments on U266B1 cells. Similar results were 
obtained with LP1 cells. n.s. = not significant **p=0.001 ***p<0.001 
 
Figure-5: MM cells incubated with KPL1 (8 µg/ml) and C5-deficient human serum show 
surface deposition of C1q and C4 as assessed by flow cytometry. Results of a representative 
experiment on U266B1 cells are shown. Similar results were obtained with LP1 cells. 
Supplemental Figure 1: a) PSGL1 is highly expressed in LP1 MM cells. b) LP1 cells 
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II. Potenziamento dell’immunoterapia del linfoma Non-Hodgkin’s (LNH) e delle leucemie 
linfatiche croniche (LLC) mediante l’attivazione del sistema del complemento indotta dalla 
miscela di Rituximab e Alemtuzumab 
 
Gli sforzi maggiori nell’immunoterapia dei tumori sono rivolti a individuare i target che caratterizzano la 
cellula tumorale, ma, una volta individuati, è sicuramente utile sviluppare uno o più anticorpi che si 
leghino a epitopi diversi di queste molecole. Un esempio di questo tipo di approccio è costituito dagli 
anticorpi cMOV18 e cMOV19, due monoclonali chimerici che legano in maniera specifica il FR, antigene 
tumore associato del carcinoma ovarico; l’utilizzo di una miscela di anticorpi garantisce un maggior 
legame del C1q e quindi una maggior attivazione della via classica del complemento (Macor et al., 
2006). Anche contro altre molecole si sta iniziando a sviluppare più di un anticorpo contro epitopi 
diversi. Un esempio è il CD20, a cui si lega Rituximab, ma contro cui si stanno sviluppando diversi altri 
anticorpi umani o umanizzati; al momento sono in corso i trial clinici per valutare l’efficacia di queste 
molecole utilizzate singolarmente, ma sarà sicuramente utile valutare la sinergia di tutte le molecole 
disponibili. 
Più difficile, ovviamente, è individuare almeno due antigeni associati allo stesso tumore, come nel caso 
di CD20 e CD52 che sono entrambi presenti su cellule di Linfoma Non-Hodgkin’s (LNH) e di Leucemia 
Linfatica Cronica (LLC) e sono già stati caratterizzati. Queste molecole rappresentano dei marker di 
differenziazione per queste cellule e contro di loro sono stati sviluppati rispettivamente Rituximab e 
Alemtuzumab, due anticorpi ricombinanti che hanno ricevuto l’approvazione dall’FDA e che sono  entrati 
in clinica proprio per il trattamento rispettivamente del LNH e della LLC. Rituximab ha migliorato 
notevolmente il trattamento dei linfomi B Non-Hodgkin’s, soprattutto senza evidenziare grossi effetti 
collaterali. Per quanto riguarda Alemtuzumab, invece, la sua specificità d’azione non è propriamente 
ideale poiché CD52 è un marker pan-linfocitario e ciò comporta, oltre alla lisi delle cellule tumorali, 
anche quella di altre cellule come ad esempio linfociti T e cellule NK da cui deriva il rilascio delle 
componenti citoplasmatiche. Questo causa molti effetti collaterali a livello sistemico e non tutti i pazienti 
di LLC in terapia riescono a portare a termine il trattamento.  
Rituximab e Alemtuzumab hanno ampiamente dimostrato la capacità di indurre ADCC, apoptosi  e 
CDC. Noi abbiamo voluto concentrare il nostro studio sull’azione svolta dal complemento per valutare 
l’efficacia terapeutica in cellule di LNH e di LLC, degli anticorpi Rituximab e Alemtuzumab singolarmente 
e in associazione, e per documentare se attraverso il loro uso combinato fosse possibile aumentare la 
concentrazione anticorpale sulla superficie cellulare della cellula neoplastica e, di conseguenza, 
aumentare la lisi cellulare complemento mediata con una sinergia d’azione.  
Oltre all’incremento delle cellule eliminate, uno dei possibili vantaggi nell’utilizzo della miscela di 
Rituximab e Alemtuzumab potrebbe essere quello di eliminare anche la popolazione di cellule tumorali 
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che ha una ridotta espressione del o degli antigeni tumore-associati, oltre al fatto che la terapia 
combinata potrebbe anche permettere la riduzione del dosaggio di Alemtuzumab per ottenere almeno 
gli stessi effetti del singolo anticorpo, ma riducendone la dose in modo da avere minori effetti collaterali. 
 
Per iniziare lo studio si è deciso di utilizzare la linea cellulare di linfoma Non-Hodgkin EBV-negativa 
BJAB (Burkitt’s Lymphoma Line), proveniente dall’Istituto di Ricerche Farmacologiche “Mario Negri” di 
Milano, che, come dati di letteratura confermano, rappresenta un idoneo e valido modello sperimentale 
nell’immunoterapia.  
Quale primo obiettivo del nostro studio abbiamo valutato l’espressione nella superficie cellulare dei 
bersagli molecolari antigenici di Rituximab e Alemtuzumab, ovvero CD20 e CD52, nella linea cellulare 
linfomatosa BJAB mediante citofluorometria a flusso con evidenza di significativa espressione per 
entrambi gli antigeni considerati, in modo particolare per CD20. 
 
Figura 1. Espressione di CD20 e CD52 su cellule di linfoma Non-Hodgkin’s. Bjab sono state analizzate al citofluorimetro 
per l’espressione di CD20 e CD52 usando Rituximab o Alemtuzumab e anti-human-fluoresceina-5-isotiocianato (FITC) come 
anticorpo secondario. Come controllo le cellule sono state incubate con un anticorpo non correlato e con lo stesso anticorpo 
secondario. 
 
E’ noto dalla letteratura come CD52, proteina GPI-anchored, sia presente sulla membrana cellulare 
soprattutto in strutture lipidiche ricche in colesterolo, dette “lipid rafts”, al contrario CD20 è una molecola 
a 4 domini trans-membrana presente su tutta la superficie cellulare. E’ stato però anche dimostrato che, 
dopo il legame con Rituximab (ed altri anticorpi anti-CD20, tutti classificati per questa proprietà come di 
tipo I), anche CD20 tende a concentrarsi all’interno dei “lipid rafts”. Questa caratteristica permette a 
Rituximab e agli altri anticorpi di tipo primo di essere concentrati in una zona ristretta della superficie 
cellulare e le loro porzioni Fc così vicine potranno legare il C1q ed attivare la cascata complementare 
(Cragg et al., 2004). Ovviamente non tutte le cellule esprimono elevate quantità di CD20 e quindi non 
tutte vengono lisate dall’azione del complemento. Test di CDC in vitro su linee cellulari o cellule isolate 
da pazienti hanno indicato risultati variabili tra il 15 ed il 40% di lisi delle cellule bersaglio, fatto non 
sempre dovuto alla presenza degli inibitori di membrana. E’ possibile aumentare l’attivazione cellulare 
Control CD20 CD52
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su queste cellule sfruttando la contemporanea presenza di CD20 e CD52 all’interno dei “lipid rafts”. 
Analisi al microscopio di doppia marcatura di BJAB trattate con Rituximab-RPE e successivamente con 
anti-CD52-FITC mostrano una co-localizzazione delle due molecole sulla superficie cellulare. 
                        A                            B                               C 
 
Figura 2. Co-localizzazione di CD20 e CD52 sulla superficie di cellule di linfoma Non-Hodgkin’s. Cellule BJAB sono 
state incubate con Rituximab (5 µg/ml) e successivamente con un anticorpo secondario anti-human-RPE per 60 min a 37°C 
(A). Dopo 3 lavaggi, sono state incubate con un anticorpo murino anti-CD52 e successivamente con un anticorpo secondario 
anti-mouse FITC nelle stesse condizioni (B). La fluorescenza nel rosso e nel verde delle cellule BJAB è stata quindi 
analizzata con un microscopio confocale per valutare la colocalizzazione (C). 
 
Test di citotossicità di queste cellule, utilizzate come modello, indicano che incubando BJAB con 
Rituximab e siero umano come fonte di complemento si ottiene la lisi di circa il 20% delle cellule. 
Effettuando lo stesso test, ma sostituendo Alemtuzumab a Rituximab, si osservano valori di CDC che 
non superano il 7%, essenzialmente dovuto ad una ridotta espressione di CD52 rispetto a CD20, come 
visto in precedenza anche se dati relativi all’uso di Alemtuzumab su linee linfomatose sono ancora 
preliminari anche in letteratura (Golay et al., 2004). Il saggio di CDC in vitro indotta dall’uso combinato 
di Alemtuzumab e Rituximab documenta invece un significativo incremento degli effetti citotossici. I 
dati evidenziano un effetto non semplicemente additivo, ma più propriamente sinergico, incrementando 
i valori di lisi dal 22% e 7% rispettivamente per Rituximab e Campath a valori medi del 45% ottenuti 
utilizzandoli entrambi. 
Sfruttando anticorpi diretti contro antigeni diversi è possibile dunque aumentare la concentrazione di 
anticorpi sulla superficie cellulare e, di conseguenza, migliorare l’attivazione complementare.  
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Figura 3. CDC di cellule di linfoma indotta da Rituximab, Campath-1H e dalla loro associazione. BJAB (2x105/100µl) 
sono state incubate con Rituximab (10µg/ml), Alemtuzumab (10µg/ml) o con la loro associazione (10µg/ml+10µg/ml), per 
10min a 37°C prima dell’aggiunta di NHS (25%) come fonte di complemento. La vitalità delle cellule residue è stata misurata 
dopo 1h a 37°C usando il saggio di vitalità con MTT, che prevede un’incubazione di 4 h a 37°C in agitazione con il 
MetilTiazol Tetrazoliobromide ad una concentrazione di 0,5 mg/ml. Segue una lettura spettrofotometrica alla lunghezza 
d’onda di 540 nm che permette di calcolare la quantità di cellule vitali e quella di cellule lisate in percentuale.  
 
Per lo studio della LLC, invece, grazie alla collaborazione con l’Ospedale Maggiore di Trieste e con 
l’Unità Ematologica di ricerca clinica e sperimentale del Centro di Riferimento Oncologico di Aviano, 
sono stati utilizzati linfomonociti purificati mediante stratificazione e centrifugazione su Ficoll-Paque da 
sangue intero di pazienti affetti da questa neoplasia e già trattati con ordinario ciclo di chemioterapia per 
una popolazione totale di 25 campioni. Le cellule sono state utilizzate, sia per gli esperimenti di 
caratterizzazione che per il saggio di citotossicità. Nel caso dei campioni  provenienti dall’Ospedale 
Maggiore (19) la purificazione è stata eseguita nel nostro laboratorio e le cellule sono state utilizzate 
senza subire pratiche di congelamento e scongelamento. Nel caso dei prelievi effettuati presso il CRO 
di Aviano (6), invece, la purificazione è stata eseguita in sede, quindi le cellule sono state congelate in 
azoto liquido e ci sono state inviate in un secondo tempo. Questa pratica ha comportato una grossa 
perdita di cellule vitali, ma gli esperimenti eseguiti hanno dimostrato un’apprezzabile omogeneità di 
risultati per cui tutti i pazienti sono stati inseriti nella stessa analisi. 
L’espressione di CD52 sulla superficie delle cellule di LLC si è dimostrata elevata, maggiore e sempre 
più uniforme rispetto a quella di CD20, come evidenziato nella Figura 4, in cui vengono presentati i 
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Figura 4. Espressione di CD20 e CD52 su cellule purificate da pazienti con CLL. Linfomonociti purificati da sangue di 
pazienti con CLL sono stati analizzati al FACS per l’espressione di CD20 e CD52 usando Rituximab o Alemtuzumab e anti-
human-FITC come anticorpo secondario. Come controllo le cellule sono state incubate con un anticorpo non correlato e con 
lo stesso anticorpo secondario. 
 
Anche studiando la CDC, le cellule di LLC isolate e caratterizzate sembrano rispondere in maniera 
diversa dalle cellule di LNH con una maggior variabilità dei risultati, cosa che ci ha spinto a dividere i 
campioni raccolti in due gruppi. In particolare nel primo gruppo, costituito da 15 pazienti, come vediamo 
in Figura 5, abbiamo potuto riscontrare il risultato atteso, ovvero una lisi maggiore, tra il 43% e l’89% 
con una media del 65%, nei campioni trattati con l’associazione di Rituximab e Alemtuzumab rispetto a 
quelli trattati con solo Alemtuzumab che, comunque anche in monoterapia dimostra già un notevole 
effetto terapeutico con una media di CDC del 55%. L’utilizzo della miscela dei due anticorpi produce 
Paziente 2 




RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
99
dunque in questi pazienti un incremento medio della lisi delle cellule bersaglio del 10%. La morte 
cellulare indotta da Rituximab nei pazienti di questo gruppo si è invece dimostrata essere modesta, con 
una media di CDC del 15%, un solo caso di CDC pari al 40% e 6 casi in cui è stata assolutamente nulla.  
Una probabile spiegazione di questo decremento di CDC indotta da Rituximab rispetto alle cellule di 
LNH potrebbe essere ricondotto ad una minor espressione di CD20 sulle cellule di LLC. Anche in 
letteratura si riporta infatti che l’espressione di CD20 sulle cellule di LLC è più debole rispetto 
all’espressione su cellule di LNH e che l’apoptosi gioca un ruolo più importante nel trattamento delle 
LLC rispetto a quello dei linfomi (Christian et al., 2008). 
 
 
Figura 5. CDC di cellule da pazienti con CLL indotta da Rituximab, Campath-1H e dalla loro associazione. Cellule 
purificate da pazienti con CLL (2x105/100µl) sono state incubate con Rituximab (10µg/ml), Alemtuzumab (10µg/ml) o con la 
loro associazione per 10 min a 37°C prima del’aggiunta di NHS (25%) come fonte di complemento. La vitalità delle cellule 
residue è stata misurata dopo 1h a 37°C usando il saggio MTT e la percentuale di cellule morte è stata calcolata. Nel 
riquadro vengono riportati le medie dei valori di lisi calcolati su questo gruppo di pazienti. 
 
Nel secondo gruppo, composto da 10 pazienti, i cui risultati sono riportati in Figura 6, invece, la lisi 
indotta dall’associazione di Rituximab e Alemtuzumab risulta essere inferiore a quella causata dal solo 
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indotta da Rituximab come singolo agente  è mediamente bassa, attorno all’11%, con più della metà dei 




Figura 6. CDC di cellule da pazienti con CLL indotta da Rituximab, Campath-1H e dalla loro associazione. Cellule 
purificate da pazienti con CLL (2x105/100µl) sono state incubate con Rituximab (10µg/ml), Alemtuzumab (10µg/ml) o con la 
loro associazione per 10 min a 37°C prima del’aggiunta di NHS (25%) come fonte di complemento. La vitalità delle cellule 
residue è stata misurata dopo 1h a 37°C usando il saggio MTT e la percentuale di cellule morte è stata calcolata. Nel 
riquadro vengono riportati le medie dei valori di lisi calcolati su questo gruppo di pazienti. 
 
Sembra che in particolare nel secondo gruppo si verifichi una riduzione della presenza di anticorpi sulla 
superficie cellulare in grado di attivare la via classica del complemento o che entrino in gioco altri 
meccanismi responsabili dell’inefficacia terapeutica dell’associazione di Rituximab ed Alemtuzumab, 
oltre che del singolo Rituximab. 
Un’interessante serie di studi condotti da Cruz e colleghi (Cruz et al.,2007) ha in effetti messo in 
evidenza che esistono diversi meccanismi mediante i quali si possono verificare delle forme di 
resistenza a Rituximab, per ora indagate in linee cellulari di LNH, tra i quali una mancata espressione di 
CD20, cosa che non corrisponde al nostro caso come abbiamo visto dalle citofluorimetrie, ma anche 
una sua down-regolazione, cambiamenti nella struttura antigenica della molecola, una deregolazione 

























Rituximab Alemtuzumab Rit +Alem
%  
lisi 
RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
101
dell’antigene CD52. In cellule resistenti a Rituximab, in particolare, sempre secondo questi studi in 
seguito ad una up-regolazione di CD52, l’utilizzo di Alemtuzumab porta ad un significativo aumento dei 
livelli di CDC ed ADCC dipendenti da Alemtuzumab stesso, diversamente da quanto accade in cellule di 
LNH sensibili a Rituximab, cosa che potrebbe costituire un approccio terapeutico alternativo 
interessante nei pazienti che si dimostrino resistenti a Rituximab. In pratica, secondo gli studi di Cruz, il 
legame di Alemtuzumab a CD52 induce una ridistribuzione degli antigeni di superficie presenti nei lipid 
rafts tra cui anche del CD52 stesso e ciò, provocando un allontanamento di CD20, CD55 e CD59, rende 
più suscettibile la cellula tumorale agli attacchi del complemento attraverso Alemtuzumab. Nello studio 
di Cruz e collaboratori emerge inoltre il concetto che CD52 possa essere considerata un’addizionale 
molecola inibitoria della cascata complementare come le più note mCRP CD55 e CD59, oltre al fatto 
che in cellule di LLC il CD52 sembra agire da molecola antiadesiva contribuendo a conferire un alto 
grado di malignità a questa neoplasia. 
Recenti studi, sempre condotti in pazienti affetti da LNH, confermano ulteriormente la possibilità che 
nonostante l’espressione di antigeni tumorali ottimali, come il CD20, determinati pazienti possano non 
rispondere alla terapia con anticorpi monoclonali o sviluppare nel corso del tempo una forma di 
resistenza. I meccanismi potenzialmente coinvolti includono nuovamente un’inefficace ADCC o CDC, 
una limitata trasduzione del segnale di induzione dell’apoptosi, ma anche un inadeguato apporto 
ematico, il quale impedirebbe il raggiungimento del bersaglio tumorale sia da parte degli anticorpi 
utilizzati, che degli effettori dell’immunità. Si stanno di conseguenza cercando di sviluppare dei test di 
laboratorio per identificare i pazienti adatti a rispondere meglio all’immunoterapia, nel tentativo ad 
esempio di mettere in luce eventuali polimorfismi del recettore FcγIII, che costituisce il sito di legame  
degli anticorpi sulle cellule effettrici, o di evidenziare particolari assetti genici che possano motivare o 
scoraggiare una terapia anticorpale, mediante studi basati su tecnologie innovative come i DNA 
microarray (Weng et al., 2003). E’ inoltre utile precisare che la risposta all’immunoterapia varia molto 
anche tra diversi sottotipi di linfomi, per i quali Rituximab viene più comunemente utilizzato, e che ciò 
può dipendere dal fatto che la terapia anticorpale sia utilizzata singolarmente o in combinazione con la 
chemioterapia (Cheson et al., 2008). Per quanto riguarda la LLC, ancor più che per i LNH, l’utilizzo di 
anticorpi monoclonali è un campo di attiva ricerca in clinica e le scoperte più recenti sottolineano che il 
maggior effetto terapeutico si ottiene dall’uso combinato degli anticorpi con regimi chemioterapici che 
contengono analoghi nucleosidici. In particolare l’utilizzo di Alemtuzumab potrebbe essere indicato più 
specificamente per il trattamento della minima malattia residua (MRD) nel midollo osseo dopo 
trattamento chemioterapico, con conseguente aumento della sopravvivenza a lungo termine (Christian 
et al., 2008), mentre Rituximab in pazienti affetti da LLC si è dimostrato efficace in associazione con 
analoghi purinici, più di Alemtuzumab in particolare nella riduzione della linfoadenopatia e della 
splenomegalia (Zent et al., 2008). Recenti studi prospettici hanno inoltre portato ad individuare un 
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particolare sottogruppo di pazienti di LLC ad alto rischio caratterizzati dalle delezioni 17p13 o 11q22, 
che portano rispettivamente alla perdita dei geni P53 e ATM. Questi pazienti hanno una risposta 
inferiore al trattamento standard, una prognosi peggiore ed una limitata sopravvivenza, ma nello studio 
hanno risposto positivamente al trattamento con Alemtuzumab, rendendolo farmaco d’elezione per le 
LLC con quei particolari difetti cromosomici (Lozanski et al., 2004; Stilgenbauer et al., 2002; Zent et al., 
2008). Un primo tentativo, recentemente riportato in letteratura, di terapia anticorpale combinata con 
Alemtuzumab e Rituximab ha invece riguardato un particolare sottogruppo di pazienti con malattia allo 
stadio iniziale, ad alto rischio, non trattati precedentemente in quanto esclusi dai criteri di trattamento 
previsti dal National Cancer Institute-Working Group 1996, cui sono stati somministrati Alemtuzumab 
sottocutaneo e Rituximab endovena secondo un regime terapeutico che è durato globalmente 31 giorni 
e che è iniziato con Alemtuzumab in dose crescente per poi essere accompagnato da Rituximab a 
partire dal giorno 8. Il trattamento in questi pazienti si è dimostrato efficace e sicuro, ma ulteriori studi 
saranno necessari per indagare i meccanismi di azione dei due anticorpi e i benefici in termini di 
morbidità e mortalità per un trattamento allo stadio iniziale di malattia, nonché per capire se un breve 
ciclo di terapia con Alemtuzumab e Rituximab possa permettere di rinviare la terapia convenzionale e i 
suoi effetti collaterali, in pazienti con malattia ad alto rischio fin dalle fasi iniziali (Zent et al., 2008).  
Concludendo, in futuro saranno necessari ulteriori e più approfonditi studi per delucidare e chiarire i 
possibili meccanismi implicati nel successo o meno dell’immunoterapia e lo stadio più adeguato per 
attuarla. Per ora possiamo solo limitarci a dire che per i pazienti di LLC che intraprendono la terapia per 
la prima volta o in seguito a ricaduta della patologia potrebbe essere sensato controllare, innanzitutto, 
almeno la presenza degli antigeni CD20 e CD52 prima di iniziare il trattamento immunoterapico e di 
vagliare in vitro l’efficacia dei meccanismi d’azione di Rituximab e Alemtuzumab sulle cellule di questi 
pazienti, tenendo altresì presente che la somministrazione combinata dei farmaci chemioterapici può 
contribuire a selezionare delle sottopopolazioni di cellule tumorali con un particolare assetto antigenico. 
Una caratterizzazione degli antigeni riconosciuti da Rituximab e Alemtuzumab permetterebbe di 
identificare in modo più preciso i tumori potenzialmente più responsivi al trattamento condotto con 
l’associazione dei due farmaci e di conseguenza permetterebbe di migliorare la selezione di pazienti 
che possono, almeno in linea teorica, beneficiare in modo ottimale dell’utilizzo della terapia anticorpale 
(Cheson et al., 2008). 
Un primo passo che abbiamo voluto compiere per tentare di mettere in luce delle differenze tra i nostri 
due gruppi di pazienti è stato quello di procedere con una caratterizzazione di queste cellule valutando 
la presenza delle principali proteine regolatorie del complemento di membrana, e cioè CD46,CD55 e 
CD59. Studi effettuati su linee cellulari di linfoma di tipo B e su campioni di cellule di linfoma Non-
Hodgkin hanno dimostrato infatti che la loro suscettibilità alla CDC indotta da Rituximab è dipendente 
dal livello di espressione delle mCRP, in particolare delle molecole CD55 e CD59 sulla superficie di 
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queste cellule. Successivamente questi studi sono stati estesi a campioni di cellule B di pazienti di 
leucemia linfocitica cronica, cosa che ha dimostrato che le cellule resistenti al complemento vengono 
lisate in seguito all’aggiunta di anticorpi neutralizzanti diretti contro il CD55 ed il CD59. Questo evento 
suggerisce dunque che bloccando l’azione delle mCRP l’effetto terapeutico di Rituximab può aumentare 
(Makrides 1998; Golay et al., 2000; Ziller et al., 2005). Inoltre dati da noi precedentemente raccolti in 
studi effettuati in vitro sulle cellule BJAB in relazione al potenziamento della CDC indotta da Rituximab 
con l’aggiunta dell’anticorpo YTH 53.1, monoclonale bloccante il CD59, oppure dell’anticorpo BRIC216, 
monoclonale bloccante il CD55, avevano evidenziato in saggi di citotossicità un incremento della lisi 
ottenuta rispetto al solo Rituximab.  In considerazione di tali riscontri, avevamo anche applicato la 
medesima strategia di potenziamento farmacologico all’uso di Alemtuzumab, sperimentandone in vitro 
l’associazione con i due diversi anticorpi bloccanti gli inibitori complementari CD55 e CD59 e 
misurandone i conseguenti effetti citotossici. Il blocco di CD55, ottenuto con l’anticorpo BRIC 216, 
associato ad Alemtuzumab in modo equimolare, si è dimostrato in grado di determinare un netto 
incremento dell’azione citotossica di quest’ultimo potenziandone l’efficacia citolitica con una lisi 
osservabile pari a 23,7%. 
Analogamente, seppure in proporzioni più modeste, il blocco dell’inibitore complementare CD59 è 
risultato capace di incrementare la CDC indotta da Alemtuzumab nella linea BJAB con una lisi pari a 
quasi il 10% delle cellule. In Figura 7 vengono in parallelo riportati, a confronto, anche i dati molto simili 




Figura 7. Effetto degli anticorpi bloccanti il CD55 ed il CD59 sulla CDC delle cellule BJAB indotta da Rituximab ed 
Alemtuzumab BJAB (2x105/100µl) sono state incubate con Alemtuzumab (10µg/ml) o con Rituximab (10µg/ml), e con 
delle associazioni con gli anticorpi bloccanti o il CD55 o il CD59, cioè BRIC 216 (10µg/ml) o e YTH 53.1 (10µg/ml),  per 
10min a 37°C, poi il saggio è stato eseguito nelle condizioni standard.  
 
Per quanto riguarda i pazienti del nostro studio purtroppo l’indagine citofluorimetrica non ci ha portato 
ad identificare sostanziale differenza tra i due gruppi perciò le informazioni che abbiamo raccolto non ci 
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sono  due: una discreta espressione di CD46, CD55 e CD59 come rappresentato in Figura 8 (pazienti 5 
e 12), oppure una espressione leggermente più marcata di CD59 come vediamo sempre in Figura 8  
(pazienti 3 e 6). Merita comunque ricordare che dalla letteratura non è mai stata riscontrata alcuna 
correlazione fra quantità di inibitore e sua attività. Nella figura di seguito vengono riportati quattro 
pazienti a titolo esemplificativo, i pazienti 3 e 12 appartengono al primo gruppo in cui l’associazione di 
Rituximab e Alemtuzumab aveva aumentato la lisi cellulare, i pazienti 5 e 6 appartengono al secondo. 
 
Figura 8. Espressione di CD46, CD55 e CD59 su cellule purificate da pazienti con CLL. Linfomonociti purificati da 
sangue di pazienti con CLL sono stati analizzati al citofluorimetro per l’espressione delle mCRP usando anticorpi murini anti-
CD46, anti-CD59 (Immunotools, GmbH, Friesoythe, Germania) e anti-CD55 (BRIC 216 bloccante, IGBRL, Bristol, UK) alla 
concentrazione di 5 µg/ml per 1h a 37°C in agitazione e anti-mouse-FITC come anticorpo secondario. 
Paziente 3 
Paziente 6 
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Come controllo in Figura 9 viene anche riportata la caratterizzazione della linea BJAB per gli stessi 
antigeni di superficie. 
 
Figura 9. Espressione di CD46, CD55 e CD59 su cellule BJAB. Cellule BJAB sono stati analizzati al citofluorimetro per 
l’espressione delle mCRP usando anticorpi murini anti-CD46, anti-CD59 (Immunotools, GmbH, Friesoythe, Germania) e anti-
CD55 (BRIC 216 bloccante, IGBRL, Bristol, UK) alla concentrazione di 5 µg/ml per 1h a 37°C in agitazione e anti-mouse-
FITC come anticorpo secondario.  
 
Una differente teoria circa i possibili meccanismi di evasione dagli attacchi del complemento sostenuta 
da Fishelson e collaboratori in due successive pubblicazioni del 2005 e del 2007 (Pilzer et al., 2005; 
Moskovich et al., 2007) afferma, invece, la possibilità che diversi tipi di cellule, esposte a una dose sub-
litica di MAC, possano essere stimolate a diverse attività tra le quali la trasduzione di determinati tipi di 
segnali intracellulari anti-necrotici e anti-apoptotici che hanno lo scopo di  proteggere le cellule stesse 
dall’attacco del complemento. In particolare in un meccanismo che è stato ed è tutt’ora oggetto di 
indagini si afferma che per fenomeni di vescicolazione, con ectocitosi o endocitosi e successiva 
esocitosi, il MAC possa essere rimosso dalla membrana cellulare impedendo la lisi della cellula 
bersaglio. Questo tipo di rimozione fisica del MAC è già stato documentato in diversi tipi cellulari, tra i 
quali neutrofili, oligodendrociti, piastrine e in alcune linee cellulari tumorali, e dal momento che per 
provocare la lisi di cellule nucleate è necessaria la presenza contemporanea di numerosi MAC sulla 
membrana, questo costituisce un meccanismo protettivo.                                                                                                                                                                                                                                                                       
Oltre alle proteine complementari costituenti il poro responsabile della lisi cellulare, queste vescicole 
mostrano un alto contenuto di colesterolo e diacilglicerolo, e la presenza di una particolare proteina, 
chiamata mortalina o GRP75, alla quale sono state assegnate diverse funzioni in risposta a fenomeni di 
stress cellulare, regolazione del metabolismo del glucosio, attivazione di p53, controllo della 
proliferazione cellulare, del trasporto mitocondriale, della differenziazione e della tumorigenesi . 
GRP75, inoltre, è stata identificata sulla superficie cellulare di molte cellule tumorali, nelle quali si trova 
ad essere up-regolata, in particolare in cellule di neuroblastoma, di adenocarcinoma polmonare, di 
carcinoma ovarico ed anche di leucemia (Shin et al., 2003). Il fenomeno di vescicolazione, che porta 
alla formazione di vescicole di 0,05 - 1 µm di diametro, è un processo molto veloce che, secondo gli 
studi effettuati, avviene tra 5 e 10 minuti dopo l’esposizione adosi sub-litiche di MAC e dipende 
dall’attivazione delle chinasi PKC ed ERK. Un altro dato interessante è il fatto che l’espressione di CD59 
CD55 CD59
BJAB 
CD46    CD55  
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diminuisce in corrispondenza dell’aumento del fenomeno di vescicolazione, quasi si trattasse di  
meccanismi di protezione alternativi (Moskovich et al., 2007). Che l’attivazione del complemento si 
accompagni a notevoli cambiamenti della membrana cellulare è anche sostenuto dallo studio del 
gruppo di Taylor (Beum et al; 2008) in cui il legame di Rituximab a linfociti B, sia nel caso di una linea 
cellulare linfoblastoide che in piccole frazioni di cellule isolate da pazienti con LLC, attivando la cascata 
complementare,  promuove la deposizione di C3b vicino o in prossimità del legame di Rituximab, cosa 
che induce un rapido  rimodellamento della membrana, oggetto di indagini in real-time. Si assiste in 
pratica da un lato ad un fenomeno di  rigonfiamento di parte della membrana, chiamato blebbing, e 
dall’altro alla generazione di lunghe e sottili strutture che protrudono dalla superficie cellulare. Queste 
strutture, che sono molto fragili, oltre a includere anticorpi legati al CD20 come Rituximab o 
Ofatumumab e depositi di C3b e iC3b a testimonianza di un’attivazione del complemento, contengono 
lipidi di membrana e polimeri di actina. Non sono semplici microvilli poichè, arrivando a coprire il 
diametro di due cellule, sono abbastanza lunghi da poter essere visibili in campo luminoso.  
Secondo Taylor e collaboratori inoltre la formazione delle protrusioni rappresenta un cambiamento 
strutturale della membrana, che avviene appena prima della lisi cellulare indotta dal complemento, 
anche in diversi altri tipi di cellule neoplastiche ed il mediatore chiave di questo fenomeno di 
rimodellamento della membrana sembra essere proprio il MAC, poiché altri agenti che inducono la 
formazione di pori transmembranari non sono responsabili di questo fenomeno. Sebbene il blebbing 
possa essere indotto in diverse cellule da una grande varietà di meccanismi, in letteratura non sono 
riportati casi in cui questo fenomeno si verifichi per attivazione del complemento in tempi così brevi, e 
cioè entro 5 minuti, così come in letteratura non si riportano altri casi di formazione di peduncoli 
filamentosi come conseguenza dell’attivazione del complemento. La formazione di queste protrusioni, 
infine, non sembra correlata né a concomitanti fenomeni apoptotici, né a fenomeni che sottostanno al 
rilascio di vescicole contenenti MAC mediato da GRP75 di cui abbiamo parlato sopra, e ulteriori indagini 
si stanno compiendo per comprendere i meccanismi molecolari responsabili dei rapidi  cambiamenti 
della forma e della morfologia cellulare che si verificano in seguito all’attivazione del complemento.  
 
Purtroppo per compiere studi più approfonditi riguardo agli aspetti eziopatologici e all’evoluzione di una 
malattia o per studiare l’efficacia in vivo di un nuovo terapia basata sull’utilizzo di schemi terapeutici 
innovativi, di nuovi principi attivi, o di associazioni di farmaci è sempre più spesso essenziale avere a 
disposizione un modello animale che possa riprodurre in laboratorio gli aspetti peculiari della patologia 
che stiamo studiando. Questo concetto è fondamentale per tutte le malattie e lo è ancora di più per 
quanto riguarda le affezioni neoplastiche, poiché il cancro, rappresenta in realtà un gruppo molto vasto 
di patologie che interessano organi e interi apparati di cui molti aspetti devono ancora essere 
completamente delucidati. Per quanto riguarda l’oncoematologia, ed in particolare le leucemie, 
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purtroppo avere dei buoni modelli animali non è un facile obiettivo poiché le cellule primarie di leucemia 
spesso mostrano una limitata espansione in vitro e vanno incontro a morte in pochi giorni dopo 
l’isolamento. Inoltre, nelle rare occasioni in cui da queste cellule tumorali primarie possano derivare 
delle linee cellulari, esse spesso tendono ad evolvere nel tempo acquisendo mutazioni addizionali che 
non sono presenti nel tumore originale, e pertanto perdono l’eterogeneità che di solito si osserva nei 
tumori ematologici primitivi. Alla luce di questo limite noi abbiamo innanzitutto cercato di passare in 
rassegna la letteratura relativa ai modelli animali derivati da graft tumorali e ai modelli transgenici di 
linfoma, leucemia linfatica cronica e mieloma multiplo come vediamo al punto III. In seguito, alla luce dei 
risultati emersi dalla nostra indagine, abbiamo deciso di mettere a punto un modello di LNH aggressivo, 
cioè di linfoma di Burkitt come descritto al punto IV.
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III. Rassegna dei modelli animali utilizzati per lo studio di neoplasie a carico della linea B linfoide 
 
Lo sviluppo delle conoscenze dei processi molecolari critici per lo sviluppo, la proliferazione e la 
sopravvivenza delle neoplasie ematologiche riveste un ruolo di primaria importanza in campo 
oncologico. Campioni neoplastici provenienti da biopsie sono utili per esaminare le caratteristiche 
specifiche della neoplasia nel singolo paziente, ma spesso non sono sufficienti per eseguire una 
caratterizzazione approfondita della patologia. Da questo concetto nasce l’esigenza di avere a 
disposizione dei modelli animali di studio.  
I dati raccolti nell’ambito dell’indagine compilativa sui modelli animali esistenti per lo studio dei linfomi 
maligni a cellule B, della B-LLC e del mieloma multiplo  sono presentati nella review-article riportata di 
seguito che è stata accettata dalla rivista Current Pharmaceutical Design. 
 
An update on the xenograft and mouse models suitable for investigating new therapeutic 
compounds for the treatment of B-cell malignancies Paolo Macor1*, Erika Secco1, Sonia 
Zorzet1, Claudio Tripodo2, Claudio Celeghini1, Francesco Tedesco1 , 2008, 14(21): 2023-2039.
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IV. Caratterizzazione di un modello in-vivo di LNH mediante tecnica di Optical Imaging e studio 
degli effetti derivati dall’utilizzo in-vivo di Rituximab  
 
Dopo aver preso visione di parte dell’ampia panoramica di modelli esistente in letteratura, nella 
successiva fase di lavoro la mia attività si è incentrata sulla costruzione di un modello murino di LNH, 
precisamente di un linfoma di Burkitt, progetto portato avanti grazie alla collaborazione con la prof.ssa 
Sonia Zorzet del Dipartimento di Scienze della vita dell’Università di Trieste, della dott.ssa Stefania Biffi 
e della dott.ssa Chiara Garrovo del laboratorio di Imaging ottico del Centro di Biomedicina Molecolare 
(CBM) di Basovizza (TS). 
L’approccio terapeutico corrente per il linfoma di Burkitt è un regime chemioterapico piuttosto 
aggressivo, recentemente associato a Rituximab, ma nonostante l’introduzione di questa molecola 
anticorpale nei protocolli terapeutici mancano validi modelli in vivo; il nostro lavoro si è dunque inserito 
in quest’ottica. Abbiamo tentato di  riprodurre l’evoluzione clinica e la biologia del linfoma di Burkitt e 
contemporaneamente di monitorare la distribuzione ed il legame di Rituximab alla massa tumorale ed 
alle regioni metastatiche per diversi giorni. Rituximab è stato marcato con un colorante che assorbe ed 
emette nell’intorno dell’infrarosso (NIR), con esperimenti svolti in vitro sulle BJAB, anche dopo la 
marcatura ha dimostrato di mantenere le proprie caratteristiche funzionali e di legarsi specificamente al 
CD20. Le vie di somministrazione scelte sono state due, quella intraperitoneale (i.p.) e quella 
endovenosa (e.v.) e gli animali utilizzati sono stati quelli nei quali la linea linfomatosa BJAB aveva reso 
possibile la formazione di una massa tumorale intraperitoneale visibile ma non troppo estesa, dopo cioè 
circa 20-25 gg dall’inoculo. Da questo percorso di studio sono nati due lavori, oggetto di divulgazione 
scientifica. 
Il primo, riportato di seguito in versione integrale, è stato accettato e pubblicato sulla rivista Molecular 
Imaging: 
 
In Vivo Biodistribution and Lifetime Analysis of Cy5.5 Conjugated Rituximab in Mice Bearing 
Lymphoid Tumor Xenograft Using Time Domain Near-Infrared Optical Imaging Stefania 
Biffi1, Chiara Garrovo1, Paolo Macor2, Claudio Tripodo3, Sonia Zorzet4, Erika Secco2, Francesco 
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Il secondo lavoro in via di completamento, verrà sottomesso alla rivista Cancer Research: 
 
Development of a disseminated human Burkitt-like lymphoma model in SCID mice for the 
assessment of Rituximab activity in aggressive lymphomas. 
Paolo Macor1*, Erika Secco1, Claudio Tripodo2, Sonia Zorzet1, Chiara Garrovo3, Stefania Biffi3, 
Gabriele Baj1, Francesco Tedesco1. 
 
Brevemente, in questo studio abbiamo da un lato cercato di perfezionare il modello animale utilizzato 
nella precedente pubblicazione, per poter monitorare in modo più preciso possibile la disseminazione 
neoplastica, e dall’altro abbiamo cercato di verificare l’efficacia in vivo di una terapia basata sull’utilizzo 
di Rituximab come singolo agente terapeutico. Il modello è stato allestito utilizzando femmine di topi 
SCID in cui è stata iniettata intraperitonealmente la linea cellulare di linfoma di Burkitt umano BJAB. Allo 
scopo di seguire il pattern di diffusione cellulare in vivo, gli organi principalmente raggiunti e la 
formazione di masse tumorali, le cellule questa volta sono state preventivamente marcate con un 
colorante vitale che assorbe ed emette nell’intorno della lunghezza d’onda dell’infrarosso (VybrantTM 
DiD, Molecular Probes). Successivamente gli animali sono stati sottoposti a delle acquisizioni in vivo 
sfruttando la tecnica di optical molecular imaging. Da questa parte dello studio abbiamo potuto 
concludere che siamo riusciti a sviluppare un modello SCID di linfoma umano capace di rilflettere 
l’evoluzione clinica di questo linfoma Non-Hodgkin, che allo stesso tempo potrebbe essere utile per 
studiare nuovi farmaci anti-tumorali. Abbiamo quindi utilizzato questo modello per valutare l’azione 
immunoterapica di Rituximab, sfruttando sempre la tecnologia dell’Imaging ottico. Grazie alla 
collaborazione con il dott. Claudio Tripodo del Dipartimento di Anatomia Patologica dell’Università di 
Palermo e del dott. Paolo Durigutto del Dipartimento di Scienze della Vita dell’Università di Trieste, 
inoltre sono state condotte delle analisi immunoistochimiche ex-vivo su sezioni delle masse tumorali e di 
alcuni organi murini dopo l’espianto.  Queste analisi hanno confermato la presenza di Rituximab nelle 
zone di interesse e hanno messo in luce la presenza di depositi complementari e/o di cellule effettrici 
nelle zone tumorali, sia nella massa che negli infiltrati linfomatosi visibili nelle venule e nei sinusoidi 
epatici ed nei capillari glomerulari e nelle arteriole renali. Rituximab si è così mostrato capace di indurre 
attivazione complementare, data la presenza dei componenti complementari C3 e C9 nelle sezioni 
analizzate, e di richiamare cellule effettrici capaci di attivare ADCC e CDCC delle cellule tumorali, data 
la presenza di neutrofili, macrofagi e cellule natural killer. I nostri esperimenti in vivo sono proseguiti 
nello studio delle capacità terapeutiche di Rituximab che è stato somministrato agli SCID, 
precedentemente inoculati con BJAB, in iniezione i.p. secondo uno schema già utilizzato per altri studi 
nel nostro laboratorio e basato su dati di letteratura. Grazie a questi studi abbiamo potuto concludere 
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che un regime monoterapico con Rituximab è capace di eradicare il tumore, nel modello di linfoma 
SCID, in modo dose dipendente. 
La versione in via di ultimazione per la pubblicazione viene comunque riportata di seguito.
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Human Burkitt and Burkitt-type lymphomas (BLs) are highly aggressive lymphoproliferative 
disorders characterized by a high rate of cellular proliferation and apoptosis and usually 
displaying an elevated tumour burden already on presentation. BLs usually grow as 
extranodal masses showing involvement of multiple sites including abdomen, omentum, 
retro-peritoneal organs, central nervous system, and bone marrow. Classically, neoplastic 
cells are medium-sized B-cells with round nuclei, clumped chromatin and prominent nucleoli. 
They show a diffuse pattern of infiltration and often appear cohesive. The neoplastic clone 
expresses B-cell antigens like CD19, CD20, CD22, CD45Ra, CD79a, the germinal centre 
associated antigens CD10 and BCL6, and displays a very high fraction (nearly 100%) of Ki-
67 positive cells. 
As most of the patients (around 70%) show an advanced stage disease on diagnosis, treatment 
is commonly started when a bulky disease is present and therefore requires the use of 
aggressive regimens. The current therapeutic approach to BLs is that of dose-intensive 
chemotherapy regimens such as hyper-CVAD (containing hyperfractionated 
cyclophosphamide, vincristine, doxorubicin, dexamethasone, methotrexate, and cytarabine) or 
CODOX-M/IVAC (containing cyclophosphamide, vincristin, doxorubicin, methotrexate, 
ifosfamide, mesna, etoposide, cytarabine), adopted also for acute B-cell lymphoblastic 
leukemias. Such intensive multiagent treatment regimens have been reported to produce very 
promising survival rates (more than fifty per cent of patients surviving at three years) but they 
are burdened by a high degree of toxicity. Recently, the addition of the anti-CD20 humanized 
monoclonal antibody Rituximab to the hyper-CVAD regimen has been reported to 
significantly improve the 3-years overall survival of BLs patients as compared to hyper-
CVAD alone. Furthermore, the use of Rituximab as single agent has shown an impressive 
cure rate in children with relapsed or refractory BLs. Nevertheless, the introduction of 
Rituximab into the therapeutic protocols of BL has not been backed up by valid pre-clinical in 
vivo models, that are still lacking. 
The sensitivity of Burkitt’s lymphoma cells and cell lines (e.g. Raji, Daudi, Bjab) to anti-
CD20 immunotherapy has been extensively investigated both in vitro and vivo, and the 
mechanisms of action of Rituximab on BL-cells have been well-characterized. However, most 
of the in vivo studies so far conducted relied on mouse models with localized (i.e. localized to 
the injection site) or “early stage” tumors, and took into account, besides overall survival, the 
occurrence of local relapses as response indicator. Furthermore, such studies mostly focused 
on the association of Rituximab with other monoclonal antibodies (e.g. anti-CD22), or on the 
use of novel anti-CD20 compounds.   
RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
142
In the present study we aimed to establish a murine xenograft model based on BL BJAB cells, 
which could reflect the clinical evolution and the biological behaviour of human BLs in terms 
of disease bulk and dissemination, in order to investigate the actual in vivo efficacy of 
Rituximab as single therapeutic agent in this aggressive lymphoma.  
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Materials and methods 
 
Antibodies, sera and cell line culture 
The anti-CD20 chimeric mAb Rituximab was kindly provided by Dr. Claudio Tripodo 
(Palermo, Italy). The fluorescein (FITC)-conjugated rabbit anti human IgG was purchased 
from Dako (A/S, Denmark). The goat anti-rat C3 IgG was purchased from Cappel, ICN 
Biomedicals (Milan, Italy) and the fluorescein isothiocyanate (FITC)–labeled rabbit F(ab)2 
anti-goat IgG was purchased from  Southern Biotechnology (Birmingham, AL). The rabbit 
anti-mouse C9 IgG was a kind gift from Prof. M. Daha (Amsterdam, The Netherlands.), the 
FITC-labeled swine anti-rabbit IgG was purchased from Dako. The rat anti-mouse CD56 
clone H28-123 was purchased from Biodesign Int. (Saco, U.S.A), the rat anti-mouse CD68 
clone FA-11 was purchased from AbD Serotec (Oxford, U.K.), the biotin-labeled rabbit anti-
rat IgG was purchased from Dako. 
Human sera from AB Rh+ blood donors were kindly provided by the Blood Transfusion 
Center (Trieste, Italy) and pooled as a source of C (PNHS). 
Bjab  lymphoma cell line was kindly provided by Dr. Josèe Golay (Bergamo, Italy). This cell 
line were cultured in RPMI 1640 medium (Sigma-Aldrich, Milan, Italy) supplemented with 
10% foetal calf serum (Invitrogen, Milan, Italy). 
 
Antibody and B lymphoma cell line labeling  
Rituximab was labelled using the N-hydroxysuccinimmide ester of the cyanine 5.5 
FluorolinkTMCy5.5 Monofunctional Dye (GE Healthcare) and characterized as already 
described (Biffi et al, 2008).  
Bjab cells at a density of 1 x 106/ml were harvested in serum-free RPMI 1640 medium 
(Sigma-Aldrich) prior to the addiction of 5µl of the VybrantTM  DiD cell-labeling solution 
(Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. The cells were finally resuspended 
in PBS and then implanted by intraperitoneal (i.p.) injection into SCID mice. 
 
Animals 
Female SCID mice (4-6 weeks of age) were purchased from Charles River (Calco, Italy) and 
maintained under pathogen-free conditions. All the experimental procedures were performed 
in compliance with the guidelines of the European (86/609/EEC) and the Italian (D.L.116/92) 
laws and approved by the Italian Ministry of University and Research as well as by the 
Administration of the University Animal House. 
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Complement-Dependent Citotoxicity (CDC) 
The procedure of CDC already described (Macor et al. Cancer Res 2008) was followed to 
evaluate the effect of Rituximab on the C susceptibility of Bjab cells with some 
modifications. Briefly, 2x105/50µl cells were incubated with Rituximab at 5µg/ml to a final 
volume of 100 µl for 10 min at 37°C prior to the addition of PNHS (25%). After further 
incubation at 37°C for 1h , the number of residual viable cells was estimated using the MTT 
assay and the percentage of dead cells was calculated as: [( test release – spontaneous 
release)/(total release – spontaneous release)] x 100. 
 
Apoptosis 
To investigate the ability of Rituximab to induce apoptosis of lymphoma cells, 5 x 105  BJAB 
were mantained in the presence of 5µg/ml Rituximab for 24 hours in a humidified 37°C, 5% 
CO2 incubator. The fraction of apoptotic cells was determined by staining cells with Annexin 
V-FITC apoptosis detection kit (Sigma-Aldrich). Double staining for FITC-conjugated 
Annexin-V binding and for cellular DNA using propidium iodide (PI) was performed 
according to the manufacturer’s instructions as follows. After washing twice with PBS, cells 
were resuspended in binding buffer (10 mM hepes/NaOH, ph 7.5, 140 Mm NaCl, 2.5 mM 
CaCl2 ) and then  FITC-Annexin V and PI were added to a final concentration of 0.5 µg/ml 
and 2 µg/ml cell suspension respectively. The mixture was incubated for 10 min protect from 
light at room temperature and then analyzed by flow citometry with FACS. 
 
Antibody Dependent Cell citotoxicity (ADCC) 
The procedure described by Spiridon et al. to investigate the ability of Rituximab to induce 
cell cytotoxicity was followed with some modifications. Briefly BJAB lymphoma cells were 
stained with VybrantTM DiI solid (Invitrogen) for 15 min at 37°C in the dark. After washing, 
the labeled-BJAB cells (5 x 105) were incubated with Rituximab 5µg/ml for 30 min at 4°C. 
Human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were used as effector cells (E) and were 
isolated by Ficoll-Hypaque density centrifugation of buffy coats obtained from healthy HIV-
seronegative volunteer-donors. PBMCs were mixed with target (T) BJAB cells at 50:1 (E:T) 
ratio and incubated for 24 h at 37°C in 5% CO2. The cells were then centrifuged and assayed 
for dye release with Infinitive F200 (Tecan). The percentage of specific lysis was determined 
as [(test release - spontaneous release) / (total release – spontaneous release)] x 100. Dead 
cells were stained with propidium iodide (Sigma-Aldrich) and analyzed on FACScalibur 
instrument to control the data obtained by measuring dye release.  
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Mouse Model of B-Lymphoma  
A SCID xenograft model was developed to investigate the in vivo distribution of a human 
Burkitt lymphoma cell line. Briefly, labelled or unlabelled BJAB were expanded in vitro and 
then implanted by i.p. injection in the right flank  (2 x 106/ mouse). The mice were examined 
every 4 days for sign of sickness up to 120 days.  
Mice receiving labelled-cells have been followed for 7, 21 or 25 days after cell injection and 
employ for in vivo and ex vivo analysis by optical imager. Mice receiving unlabelled-BJAB 
were treated with cynin 5.5 labelled-Rituximab (Rit-cy5.5) 25 days after cells injection and 
have been analysed by optical imager in order to study its distribution as described by Biffi 
and collaborators (Biffi et al, MI 2008). Lymphoma bearing-mice were also used to evaluate 
the therapeutic effect of Rituximab in this setting. 
Samples of different organs from lymphoma-bearing mice either dead from the tumor or 
sacrificed at day +120 were obtained at necropsy. For morphologic evaluation, the specimens 
were fixed in 10% buffered-formalin solution and embedded in paraffin. Four-micrometer-
thick sections were stained with H&E. Immunohistochemical analyses were done on snap-
frozen samples embedded in optimum cutting temperature compound embedding medium 
(Diagnostic Division, Miles, Inc.). Four- to 6-Am sections were fixed in cold 100% methanol 
for 15 min. Immunohistochemical analysis was done using the avidin-biotin-peroxidase 
complex method according to standard procedures, and the slides were examined under a 
Leica DM2000 optical microscope. 
 
In vivo Time-Domain Optical Imaging 
Animals were maintained, treated and analysed as already described by our group (Biffi et al, 
MI 2008). Briefly, the small-animal time-domain eXplore Optix pre-clinical imager was used 
in this study. Two-dimensional scanning regions of interest were selected, laser power, 
integration time and scan step were optimized according to the signal emitted. The data were 
recorded as temporal point-spread functions, and the images were reconstructed as 
fluorescence intensity and fluorescence lifetime. Prior to inject the probe, mice were imaged 
to obtain a background image. 
At the end of the study, animals were sacrificed to perform an ex vivo analysis. Tissues of 
interest as tumour peritoneal mass, liver, kidney, spleen, heart, lung, lymphonodes and thigh 








Samples of peritoneal mass, spleen, liver, kidney, lung, and skeletal muscle from sacrificed 
lymphoma-bearing mice were obtained at necropsy. For morphologic evaluation, the 
specimens were fixed in 10% buffered-formalin solution and embedded in paraffin. Four µm 
sections were and stained with hematoxylin-eosin. Immunohistochemical analysis was 
performed on snap-frozen samples embedded in OCT compound embedding medium (Miles 
Inc. Diagnostic Division, Elkhart, IN). Four-to-six µm sections were fixed in cold 100% 
methanol for 15 minutes. Immunohistochemical analysis was performed using the avidin-
biotin-peroxidase complex method according to standard procedure and the slides were 
examined under a Leica DM2000 optical microscope. 
Tissue deposition of C3 was assessed on sections incubated with anti-rat C3 IgG at a dilution 
of 1:200 for 60 minutes at room temperature and further exposed to FITC–labeled rabbit 
F(ab)2 anti-goat IgG at a dilution of 1:200 for an additional 60 minutes at room temperature. 
A similar approach was followed to examine samples for the presence of C9, using rabbit 
anti-rat C9 IgG at a 1:1,000 dilution, followed by biotin-labeled goat anti-rabbit IgG at a 
1:400 dilution, and FITC-labeled streptavidin at a 1:50 dilution. 
Tissue presence of NK cells and macrophages was assessed on sections incubated with anti-
mouse CD-56 and CD-68 IgG both at a dilution of 1:50 for 60 minutes at room temperature 
and further exposed to biotin-labeled rabbit anti-rat IgG at a dilution of 1:800 for an additional 
60 minutes at room temperature, and revealed with StreptABComplex/AP Dako. 
 
Statistical analysis 
The data were expressed as mean±SD and analysed for statistical significance by the two-tail 
Student’s t-test to compare two paired groups of data. The Kaplan-Meier product-limit 
method was used to estimate survival curves and the log-rank test was adopted to compare 
different groups of mice. 
 




1. In-vitro effects of Rituximab on Bjab cells 
Rituximab is a monoclonal Ab already characterized for its ability to bind human CD20 and 
kill several lymphoma cell lines. In this study we have analyzed its ability to bind CD20 on 
the surface of Bjab cells, to induce direct cellular cytotoxicity by apoptosis or to cause 
complement-dependent cytotoxicity (CDC) and Ab-dependent cellular cytotoxicity (ADCC). 
Rituximab is able to bind on Bjab cells and segregates in cluster of cellular membrane (data 
not shown); in fact this antibody induce translocation of CD20 in lipid raft, as already 
demonstrated during its characterization. Bjab is a typical human BL cell line, characterize by 
a high apoptotic rate that in our experimental conditions range around 31% in 48 hours, 
evaluated using the Annexin V/PI test. We failed to detect a direct apoptotic effect induced by 
the binding of Rituximab to CD20 expressed on tumor cells, in fact we have not observed 
increased apoptotic cells in our experimental conditions (Table 1). The results obtained with 
human PBMC effector cells, as described in material and methods, show that Rituximab is 
able to cause cell cytotoxicity of about 20% of Bjab cells (Table 1). Next, we assessed the 
effect of Rituximab on C-dependent killing of BL cell line; to this end, the cells were exposed 
to the chimeric mAb and NHS (25%), as a source of C, and the amount of cells killed was 
calculated after 1h of incubation at 37°C. As shown in Table 1, the CDC induced by 
Rituximab round about 30% of tumor cells. All these data confirmed the ability of Rituximab 
to induce lymphoblastoid cell killing, as observed with other cell lines (Golay et al, Blood, 
2000; Macor et al, Can Res 2007). 
 
2. Distribution of Bjab cells in SCID mice 
Bjab have been used in several in vitro studies as BL cells or in vivo as subcutaneous tumor 
(Golay et al, Blood, 2000). In this study we have employed this cell line to establish an in vivo 
model, which could reflect the clinical evolution and the biological behaviour of human BLs 
in terms of disease bulk and dissemination. Bjab were labeled using near-infrared probe, 
injected i.p. in SCID mice and cell distribution was analyzed at different time using time-
domain optical imaging. The results obtained analyzing specific areas of mouse body 
(Fig.1A) show that tumor cells are present in the peritoneum and induce the formation of 
mass at the site of injection, but they also colonized liver, spleen, kidney just in about 7days 
as clear shown performing an ex vivo analysis of mouse organs (Fig. 1B) and confirm 
analyzing mice sacrificed 25 days after cell injection (Fig 1C). Confocal microscopy analysis, 
perform 7 days after cell injection, produces more detailed information and confirm the 
presence of DiD-labelled tumor cells in liver, spleen, bone marrow, kidney and lung (Fig. 2) 
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but labelled-tumor cells have been documented in SCID mice up to 25 days after Bjab only in 
liver, spleen, bone marrow, kidney and in the tumor mass developed in the peritoneum (Fig. 3 
not shown here) . 
 
3. Distribution of Rituximab in lymphoma-bearing mice 
In order to investigate the therapeutic effect of Rituximab, we have first analyzed its 
biodistribution in our model using time-domain optical imaging. The anti-CD20 chimeric 
antibody were labeled with Cyanin 5.5 (RI-Cy5.5); this procedure do not modify its ability to 
bind CD20 and to activate the effector mechanisms, as observed in in vitro experiments (data 
not shown). Fifty micrograms of labeled-Rituximab were injected i.p. in lymphoma-bearing 
mice and the animals were imaged every 30 minutes for the first 6h, then every 24h for 10 
days. We have already demonstrated as whole body scans show the highest fluorescence 
signal in the region of probe injection, which intensity decreased exponentially in about 96 
hours and remained confined to a restricted area (Biffi et al, MI, 2008). In these experiments, 
tumor mass has a time-dependent uptake of RI-Cy5.5, with the higher amount after 96 hours 
injection (Fig. 4A). At this time we have performed an ex vivo analysis, showing the presence 
of labeled-antibody in the tumor mass, but also in the liver, spleen and kidney (Fig. 4B).  
 
4. Effect of Rituximab in the treatment of lymphoma model 
Rituximab activates CDC and ADCC on tumor cells 
The most important effector mechanism activated by Rituximab is the complement system. 
RI-Cy5.5 has been injected i.p. in tumor-bearing mice 25 days after cells injection (at this 
time it is possible analyze the tumor mass developed in the peritoneum) and tumor masses 
were analyzed by immunofluorescence for the presence of labeled-anti-CD20 antibody and 
the deposition of complement components. C3 deposition was assessed on sections incubated 
with anti-mouse C3 Ab and further exposed to FITC-labelled anti-goat IgG, while the 
presence of C9 using anti-mouse C9 IgG, followed by biotin-labeled goat anti-rabbit IgG and 
FITC-labeled streptavidin. Co-localization of the chimeric Ab and mouse C3 or C9 on tumor 
cells were than analysed by confocal microscopy (Fig. 5A) and indicate the activation of the 
complement system induced by Rituximab in tumor masses. 
The other important effector mechanism activate by Rituximab is ADCC. For this reason we 
have documented the presence of effector cells infiltrate in tumor masses. Mouse PMNs were 
observed in istological sections, while mouse NK cells and macrophages were analyzed by 
immunohystochemistry using anti-CD56 and anti-CD68 antibodies, respectively (Fig. 5B).  
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Therapeutic effect of Rituximab in the treatment of lymphoma model 
The in vitro data showed that Bjab cells can be efficiently killed by Rituximab via CDC and 
ADCC. The analysis of tumor masses confirms the deposition of complement components, 
the infiltration of effector cells and the presence of necrotic areas (data not shown) after 
Rituximab treatment of tumor bearing-mice. To test the therapeutic effect of Rituximab, SCID 
mice received an i.p. injection of Bjab and were then divided into three groups (n=10 per 
group). Group 1 received saline, group 2 received 12,5µg of Rituximab, while group 3 was 
treated with 25µg of Rituximab. These treatments were repeated twice on days 4 and 11, as 
already used in another lymphoma model in SCID mice (Macor et al, Cancer Res 2007), and 
the animals were followed up to 120 days. The results presented in Figure 6 show that tumor 
development cause mice death between 32 and 57 days after cells injection; mice treated with 
12,5 µg of Rituximab on days 4 and 11 do not survived more than 78 days (p<0.01 in a log 
rank test), while the long-term survival of animals receiving two doses of 25 µg of Rituximab 
is 100% cured (p<0.0001 in a Log Rank test), confirming the strong anti-tumor activity of 
Rituximab also in the treatment of this aggressive and disseminated BL model. 
 




Lymphomas probably represent the most complex and heterogeneous set of malignancies 
known to cancer medicine. Unfortunately, while the understanding of the pathogenesis of 
human lymphomas has progressed, the ability to generate appropriate animal models 
reflective of their biology has not. Most preclinical models of these diseases still rely upon 
few subcutaneous xenograft models of aggressive lymphomas like Burkitt's lymphoma. While 
these models clearly play an important role in understanding biology, they fall short in truly 
representing the heterogeneity of presentations and clinical evolutions observed in patients. In 
particular, animal models of human pathology are important during the development of new 
anti-cancer drugs and the development of human/mouse xenograft models is an essential step 
for the characterization of the in vivo effect of monoclonal antibodies for cancer 
immunotherapy. 
The role of immunotherapy is not link to the abrogation of tumor bulk, for which surgery and 
chemotherapy represent the obvious clinical standard, but it is an important tool for the 
treatment of minimal residual disease and relapse. Rituximab is the prototype of anti-cancer 
antibody and its action appears to be associated to the activation of the complement system 
(lDi Gaetano J immunol e  QJM 2001). The addition of the anti-CD20 chimeric antibody to 
the chemotherapy regimen has been reported to significantly improve the overall survival of 
patients as compared to hyper-CVAD alone and its use has now been extend to BL patients, 
without its characterization in a representative animal model. 
Bjab is an already characterized BL cell line used for the in vitro characterization of 
Rituximab by several groups (golay, blood 2000). This cell line was than used to set up a 
human/SCID BL model through the injection of tumor cells in mice peritoneum. Labeling the 
cells with a near-infrared probe and using time-domain optical imaging technology, tumor cell 
distribution has been followed in SCID mice for 25 days. In this period tumor cells have been 
able to leave the peritoneum and colonize liver, spleen, kidney, lung and bone marrow, as 
clearly shown first by ex vivo analysis and than by confocal microscopy analysis of mouse 
organs. In peritoneum we observed the formation of a visible tumor mass in about 15 days 
after Bjab injection and in these conditions the animals have a median survival of about 45 
days, probably linked to the strong infiltration of tumor cells in the liver. 
Our analysis show the distribution of Bjab cells and the development of a human/mouse 
model able to mimic human pathology, also for the expression of specific tumor markers and 
proliferation. After these considerations we have decided to study the anti-tumor activity of 
Rituximab in our setting; time domain optical imaging is a useful technique and permits to 
follow antibody distribution in a mouse model. Cynin 5.5 labeled Rituximab has been injected 
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i.p. in order to characterize its distribution in tumor-bearing mice. Rituximab has revealed a 
slow tumor uptake, a specific long-lasting persistence of the probe within the tumor and the 
maximum fluorescence emissions were observed 96 hours after intra-peritoneal injection.  Ex 
vivo analysis confirmed the probe distribution and showed that RI-Cy5.5 is selectively 
accumulated in the tumor tissue and in organ colonized by tumor cells. 
We have confirmed the ability of Rituximab to induce Bjab cell death activating the 
complement system but also through ADCC in vitro. The anti-tumor activity of the anti-CD20 
chimeric antibody in vivo could also be associated to these effector mechanisms. The 
activation of the complement system has been clearly documented in the peritoneal mass of 
tumor-bearing mice receiving Rit-cy5.5; deposition of mouse C3 and C9 have been 
demonstrated by immunofluorescence analysis and there is a strong correlation with the 
presence of Rituximab, as shown by confocal analysis. Complement activation induces the 
formation of C5a and TCC, two agents able to induce effector cells infiltration. In fact 
neutrophils, NK cells and macrophages are present in tumar mass speciment obtain from 
tumor-bearing mice receiving Rituximab, but are not present when the treatment has not been 
performed, indicating the ability of Rituximan to recruit effector cells; anti-CD20 bound 
antibody and activated complement products on tumor cells can induce Antibody-dependent 
or Complement dependent cellular cytotoxicity respectively.  
These data confirm the ability of Rituximab to re-direct mouse immune system against Bjab 
cells and justify an in vivo study to evaluate the anti-tumor activity of this chimeric antibody 
in our model of BL. The treatment adopted in this study to evaluate its beneficial effect in 
lymphoma-bearing mice was to treat the animals with two doses administered twice with an 
interval of 1 week based on the observation made by Di Gaetano et al. (J immuol 2001) that 
cancer cells were still detected in the spleen and bone marrow of tumor-bearing mice 2 to 3 
weeks after i.p. injection of Rituximab and for our experience in another animal model 
developed using LCL2 lymphoma cell line. The antibody has been injected 4 days and 11 
days after tumor cell implantation, when Bjab have already infiltrate mouse organ (as 
documented by time domain optical imaging). The treatment with only 2 doses of 12,5µg of 
Rituximab is able to improve the survival of the lymphoma-bearing mice at 120 days but 2 
doses of 25µg of chimeric antibody is able to eradicate tumor in all treated-animals. These 
data documented a strong anti-tumor activity of Rituximab in our model of BL, as compared, 
for example, with the other lymphoma model we have developed (macor et al, Cancer Res 
2007). 
In conclusion we have characterize an animal model of BL using Bjab cells and SCID mice; it 
reflect the development and diffusion of this aggressive human pathology and could be a 
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useful tool during the identification of new anti-cancer drugs. We have tested the effects of 
Rituximab and it confirm the high anti-tumor activity of this antibody, also in a diffuse model 
of aggressive lypmhoma. Our data suggest the use of Rituximab also for the treatment of 
aggressive lymphoma and in particular in the case of diffuse pathology; moreover it appears a 
very good candidate for the treatment of relapse patients and for maintenance therapy. 
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V. Potenziamento dell’immunoterapia mediante l’attivazione di meccanismi d’azione antitumorali 
differenti come ad esempio l’apoptosi e la citotossicità complemento-mediata (studio di TRAIL, 
anti-TRAIL-R2 MB2.23 e Rituximab)  
Nell’ambito della collaborazione con l’università di Ferrara abbiamo cercato di indagare la possibilità di 
potenziare l’effetto antitumorale di Rituximab, esplicato come sappiamo principalmente attraverso il 
complemento, associandolo ad altri agenti anti-tumorali che potessero potenziare anche la sua capacità 
di indurre apoptosi, e abbiamo quindi partecipato allo studio di TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing 
ligand) e dei suoi recettori, in particolare TRAIL-R2. Negli ultimi anni in effetti sono stati identificati 
diversi nuovi membri della famiglia dei ligandi del TNF e dei suoi recettori, ma nessuna di queste 
molecole ha attirato così tanta attenzione come il sistema TRAIL/TRAIL receptors. La ragione di questo 
grande interesse è determinata dal fatto che studi condotti utilizzando derivati ricombinanti solubili di 
TRAIL si sono dimostrati capaci di indurre apoptosi in un ampio spettro di cellule tumorali (Mori et al., 
2005), ed anche in diversi modelli murini di  neoplasie maligne umane, tra le quali diverse neoplasie di 
origine epiteliale come il cancro al colon, al pancreas, al polmone, ma anche di origine non epiteliale 
come il glioblastoma ed il mieloma multiplo (Daniel et al., 2007), mentre nessuna attività citotossica è 
stata descritta nella maggior parte delle cellule non trasformate (Wajant et al., 2002). Solo alcune 
versioni ricombinanti di TRAIL contenenti un tag di poli-istidine o l’aggiunta di altre modifiche 
all’estremità N-terminale della molecola si sono dimostrate capaci di indurre apoptosi in cellule normali, 
come epatociti o cheratinociti (Mori et al., 2005), perciò è preferibile utilizzare forme ricombinanti prive di 
tag. La ragione per cui questo sistema di induzione dell’apoptosi mediata dall’interazione di TRAIL con i 
rispettivi recettori non coinvolga le cellule non trasformate non è ancora del tutto chiarita, ma sembra 
che il sistema di TRAIL possa essersi evoluto allo scopo di controllare le trasformazioni cellulari derivate 
da infezioni virali. In effetti l’espressione di TRAIL è spesso associata alla stimolazione delle molecole di 
Interferon, la cui principale e nota funzione fisiologica risiede nell’attività antivirale, e porta all’apoptosi 
delle cellule infettate da virus, ma non di quelle non infettate. Il fatto che molte cellule trasformate in 
senso neoplastico siano comunque sensibili all’azione di TRAIL potrebbe dunque essere un positivo 
effetto collaterale della specificità di TRAIL nell’innescare l’apoptosi di cellule trasformate da infezioni 
virali (Raftery et al., 2001). 
Strutturalmente TRAIL è in primo luogo una proteina transmembrana di tipo II di circa 60KDa, 
appartenente alla famiglia di citochine del TNF (Xiang et al., 2004), ma ci sono evidenze che nell’uomo 
esista anche una forma solubile di TRAIL generata da un processo proteolitico dalla membrana dei 
linfociti T (Mariani et al., 1998). Il suo dominio extracellulare forma un omotrimero dalla forma a 
campana, come altri ligandi della famiglia del TNF. Diversamente da questi, però, studi cristallografici e 
biochimici documentano che TRAIL porta uno ione zinco essenziale per l’integrità strutturale della 
molecola, coordinato da un residuo di cisteina in posizione 230 di ciascun monomero; la sostituzione di 
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questo aminoacido con alanina o serina infatti diminuisce la capacità di TRAIL di attivare l’apoptosi 
(Wajant et al., 2002). 
Nel nostro studio, la proteina ricombinante possiede un tag di 6 istidine ed è stata purificata mediante 
cromatografia di affinità su resina di nichel, come riportato nella pubblicazione “Activation of the nitric 
oxide synthase pathway represents a key component of tumor necrosis factor-related apoptosis-
inducing ligand-mediated cytotoxicity on hematologic malignancies” di Secchiero P.  et al. del 2001. Per 
chiarezza chiamiamo questa molecola rTRAIL. 
La produzione e la caratterizzazione della funzionalità in vitro della molecola sono state portate a 
termine dal gruppo di Ferrara ed i risultati ottenuti affermano che rTRAIL ha una buona capacità di 
induzione dell’apoptosi in 3 differenti linee linfoblastoidi. I nostri esperimenti, invece, hanno riguardato lo 
studio dell’efficacia della molecola in vivo che è stata testata su un modello murino di linfoma di Burkitt 
che è stato messo a punto nel nostro laboratorio e grazie alla collaborazione con la Prof.ssa Sonia 
Zorzet, sulla base di dati di letteratura e di esperimenti eseguiti in precedenza (Macor et al., 2007). 
Come descritto al punto IV, per l’allestimento di questo modello sono state utilizzate femmine di 4-6 
settimane di topo SCID acquistate presso i laboratori della Charles River e mantenute in condizioni di 
sterilità presso il nostro stabulario. La linea di cellule linfoblastoidi umane BJAB è stata espansa in vitro, 
quindi 2 x 106 cellule/topo sono state impiantate intraperitonealmente (i.p.) nel fianco destro degli SCID. 
Tutte le procedure sperimentali sono state eseguite in accordo con le linee guida della legislazione 
Europea (86/609/EEC) ed Italiana (D.L. 116/92) e sono state approvate dal Ministero Italiano 
dell’Università e della Ricerca.  
Sulla base di dati presenti in letteratura e degli esperimenti portati a termine in vitro è stato 
parallelamente preparato un protocollo per i trattamenti che ci ha permesso di confrontare 2 diverse 
concentrazioni di rTRAIL, una di Rituximab e l’associazione di Rituximab con la concentrazione più 


















Rituximab 25 µg/topo*/die i.p. 4°-11° 2 
      Rituximab   + 
 rTRAIL 
    25 µg/topo*/die + 





   2 + 
10 
 
Tabella 1. Schema di trattamento adottato per il I ciclo di esperimenti  con rTRAIL, 
Rituximab e loro associazione.  
*    I diversi gruppi di animali trattati sono ugualmente numerosi. 
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**  Il conto dei giorni inizia a partire dal giorno di inoculo del graft tumorale che è il giorno 1. 
 
Tutti i trattamenti come vediamo iniziano a partire dal 4° giorno dopo l’inoculo, questo per garantire che 
intercorra un tempo sufficiente a permettere l’impianto e la disseminazione del tumore prima di iniziare 
la potenziale terapia. 
I risultati che abbiamo ottenuto, in termini di giorni di sopravvivenza e percentuale degli animali trattati 
sono rappresentati in Figura 10.  
 
Figura 10. Curve di sopravvivenza dei topi SCID inoculati i.p. con 2x106 cellule BJAB, 
trattati con rTRAIL 20µg/topo/die e 200µg/topo/die, Rituximab 25µg/topo/die, 
associazione di Rituximab 25µg/topo/die con rTRAIL 20µg/topo/die. 
Le differenze di sopravvivenza tra i gruppi trattati sono state analizzate utilizzando la curva di Kaplan-
Meier (SPSS 11.0, Software Windows 2000). I p value sono stati calcolati utilizzando il log-rank test ed 
il test di Fischer; le differenze sono state considerate significative per p value < 0.001. Nel gruppo di 
controllo, rappresentato in nero, gli animali non hanno ricevuto alcun trattamento. 
 
Come si nota il trattamento con rTRAIL alla dose di 20 µg/topo/die aumenta significativamente il tempo 
di sopravvivenza degli animali trattati rispetto ai controlli (p<0.001) e ne cura il 20%. Consideriamo un 
trattamento curativo quando la sopravvivenza risulta superiore a 90 giorni senza segni di sofferenza per 
l’animale. I trattamenti con rTRAIL alla dose di 200 µg/topo/die, con Rituximab alla dose di 25 
µg/topo/die e l’associazione combinata tra rTRAIL e Rituximab, secondo lo schema precedentemente 
descritto, risultano invece ugualmente efficaci, curando il 100% degli animali trattati (significatività: 
p<0.001). Gli animali che non hanno ricevuto alcun tipo di trattamento e che sono stati utilizzati quindi 
come controlli hanno sviluppato una massa sottocutanea ed intraperitoneale chiaramente visibile dopo 
circa 25 giorni dall’inoculo delle BJAB ed hanno una sopravvivenza media di circa 50 giorni.   
Dai dati raccolti è apparso che l’associazione rTRAIL 20 µg/topo/die con Rituximab 25 µg/topo/die 
aumenta l’effetto di rTRAIL, ma poiché ciò potrebbe dipendere dal solo effetto di Rituximab, che come 
abbiamo visto già in monotrattamento alla dose indicata  risulta curativo nel 100% dei casi, per 
proseguire il nostro studio abbiamo voluto indagare l’effetto terapeutico di una dose inferiore di 
Rituximab, pari a 12,5 µg/topo/die, e dell’associazione di questa dose con rTRAIL 20 µg/topo/die per 
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mettere in luce un eventuale sinergismo. Questo potrebbe permetterci di ottenere un effetto terapeutico 
maggiore con una diminuzione di Rituximab utilizzato. 















Rituximab 12,5 µg/topo*/die i.p. 4°-11° 2 
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 rTRAIL 
    12,5 µg/topo*/die + 





   2 + 
10 
 
Tabella 2. Schema di trattamento adottato per il II ciclo di esperimenti  con rTRAIL, 
Rituximab e loro associazione.  
*    I diversi gruppi di animali trattati sono ugualmente numerosi. 
**  Il conto dei giorni inizia a partire dal giorno di inoculo del graft tumorale che è il giorno 1. 
 
I risultati ottenuti, in termini di giorni di sopravvivenza e percentuale degli animali trattati sono 
rappresentati in Figura  11.  
 
Figura 11. Curve di sopravvivenze dei topi SCID inoculati i.p. con 2x106 cellule BJAB, 
trattati con rTRAIL 20µg/topo/die, Rituximab 12,5µg/topo/die e loro associazione.  
Le differenze di sopravvivenza tra i gruppi trattati sono state analizzate utilizzando la curva di Kaplan-
Meier (SPSS 11.0, Software Windows 2000). I p value sono stati calcolati utilizzando il log-rank test ed 
il test di Fischer. Le differenze sono state considerate significative per p value <0.005 Rituximab vs 
controlli; per p value <0.001 rTRAIL vs controlli; per p value <0.0001 rTRAIL + Rituximab vs controlli. 
Nel gruppo di controllo, rappresentato in nero, gli animali non hanno ricevuto alcun trattamento. 
 
Come possiamo vedere dalle curve, in questo secondo ciclo di esperimenti Rituximab risulta 
significativamente meno efficace del trattamento precedente e l’associazione con rTRAIL risulta più 
efficace sia di Rituximab 12,5µg/topo/die che di rTRAIL 20µg/topo/die se usati singolarmente. Il modello 
























Rituximab 12,5 µg 
rTRAIL 20 µg 
rTRAIL 20 µg + Rituximab 12,5 
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inoltre dimostra di avere una buona riproducibilità in quanto i controlli hanno una sopravvivenza 
paragonabile all’esperimento precedente e anche gli animali trattati con rTRAIL 20µg/topo/die, come in 
precedenza, iniziano a morire non prima del 65° giorno, anche se in questo ciclo nessuno topo è stato 
curato. Riassumendo tutti i trattamenti hanno aumentato, seppur in modo diverso a seconda del 
composto utilizzato, il tempo di sopravvivenza degli animali trattati rispetto ai controlli. In ordine rTRAIL 
incide più marcatamente sulla sopravvivenza rispetto a Rituximab, ma l’associazione di rTRAIL con 
Rituximab è la più significativa (p<0.0001). I nostri dati si trovano in accordo con i risultati raccolti dal 
gruppo di Ashkenazi e colleghi (Blood 2007) dallo studio nel loro modello in vivo, allestito tramite 
iniezione sottocutanea di 5 x 106 BJAB, e confermano che l’associazione di Rituxiamb ed rTRAIL risulta 
efficace anche nel nostro modello di linfoma di Burkitt.   
 
Nonostante sia oggetto di indagine in molti studi preclinici di fase I e II, come possibile terapia 
antitumorale, tuttavia in letteratura è ampiamente riportato che l’utilizzo di rTRAIL ha dimostrato di avere 
alcuni limiti (Mori et al., 2005). Inoltre, tenendo in considerazione il fatto che gli anticorpi monoclonali, 
grazie al loro targeting altamente specifico e ai bassi profili di tossicità, sono diventati ottimi candidati 
come farmaci antitumorali, abbiamo deciso di introdurre nei nostri studi sul sistema di apoptosi indotta 
da TRAIL e dai suoi recettori, l’utilizzo di un minibody anti-TRAIL-R2 per un terzo ciclo di esperimenti. 
Innanzitutto la citotossicità indotta da un minibody non è condizionata dall’attività di recettori decoy 
solubili come l’osteoprotegerina, in secondo luogo una molecola anticorpale diretta contro il recettore 
TRAIL-R2 ha in sè le potenzialità di attivare non solo un meccanismo apoptotico, ma anche altri 
meccanismi, quali la CDC e l’ADCC. Oltre a ciò il più basso peso molecolare di TRAIL, rispetto al 
normale peso di un minibody (110-120 kDa), rende questa molecola particolarmente suscettibile 
all’eliminazione dalla circolazione sanguigna attraverso il filtro renale e costringe di conseguenza ad un 
trattamento più frequente con concentrazioni di farmaco molto elevate. 
Il minibody anti-TRAIL-R2 è stato costruito dal gruppo del prof. R. Marzari dell’Università di Trieste, 
dopo aver isolato da una libreria anticorpale umana un ScFv capace di legare il dominio extracellulare 
del recettore TRAIL-R2, senza dimostrare una cross reattività per il recettore TRAIL-R1, e averlo 
clonato in un vettore contenente la regione cerniera ed i domini CH2 e CH3 di una IgG1 umana, come 
ampiamente illustrato al paragrafo 6.2 dell’Introduzione di questa tesi. Il minibody è stato chiamato anti-
TRAIL-R2 MB2.23. 
Inizialmente, sempre nell’ambito della collaborazione con l’università di Ferrara sono stati fatti dei 
controlli in vitro sulla linea cellulare BJAB per indagare le capacità del minibody isolato, prodotto e 
purificato di legare il proprio target e di esplicare la propria attività tumoricida mediante apoptosi, ADCC 
e CDC. 
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Il legame del minibody MB2.23 è stato vagliato in diverse linee di linfoma ed in cellule di leucemia che 
esprimono il recettore TRAIL-R2 sulla membrana cellulare; in Figura 12, viene riportata la 















Figura 12. Espressione di TRAIL-R2.  5 x 105 cellule BJAB sono state analizzati al citofluorimetro 
per l’espressione di TRAIL-R2 usando il minibody anti-TRAIL-R2 MB2.23 alla concentrazione di 20 
µg/ml per 1h a 37°C in agitazione e anti-human-PE come anticorpo secondario. Come controllo viene 
anche riportata la citofluorimetria per lo stesso antigene di superficie eseguita utilizzando un anticorpo 
commerciale murino anti-TRAIL-R2 coniugato alla PE (R&D System) alla concentrazione di 5 µg/ml 
nelle stesse condizioni descritte. 
 
Anche i saggi di apoptosi, CDC e ADCC sono stati eseguiti su diverse linee cellulari, tuttavia in Tabella 
3 vengono riportati i valori medi in percentuale relativi alla morte cellulare indotta sulla linea BJAB che 
abbiamo eseguito nel nostro laboratorio e che in tutti gli esperimenti si è dimostrata la più sensibile 
all’azione del minibody MB2.23. 
 
 Controllo non trattato anti-TRAIL-R2 MB2.23 
APOPTOSI (%) 1 16 (dev st 4) 
CDC (%) 2 29 (dev st  9) 
ADCC (%) 2 26 (dev st 10) 
 
Tabella 3. Apoptosi, Complement-Dependent Citotoxicity (CDC), ed Antibody-Dependent 
Cellular Citotoxicity (ADCC) su cellule BJAB. Tutti i valori sono espressi come percentuale di 
cellule uccise, sono valori medi calcolati su tre prove differenti e risultano essere significativi per p 
value <0.05. In breve l’induzione dell’apoptosi è stata calcolata su 1 x 106 cellule BJAB dopo 48h di 
incubazione a 37°C con il minibody MB2.23 alla concentrazione di 20 µg/ml eseguendo la doppia 
colorazione con Annessina V-FITC e PI e analizzando le cellule al citofluorimetro. Per la CDC, 2 x 105 
cellule BJAB sono state incubate con il minibody MB2.23 per 10 min a 37°C prima dell’aggiunta di 
siero umano proveniente da donatori sani AB+ (25% del volume totale) come fonte di complemento. 
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37°C; il numero di cellule residue viene determinato utilizzando il test di vitalità dell’MTT e la 
percentuale di cellule lisate dall’attivazione del complemento viene calcolata per differenza. Per 
l’ADCC, infine 1 x 106 cellule BJAB vengono innanzitutto marcate con il colorante vitale CFSE 
utilizzando 25 µl di una soluzione 10 µM per 7 minuti a 37°C, successivamente vengono lavate ed 1 x 
105 vengono incubate con il minibody MB2.23 per 30 min a 4°C. Trascorso questo tempo vengono 
aggiunti PMN in una proporzione (cellule effettrici:cellule target) di 50:1, segue un’ incubazione di 20h 
a 37°C in presenza di CO2 al 5%, quindi le cellule vengono centrifugate e il colorante presente nel 
sovranatante viene quantificato per mezzo dell’Infinite F200 (Tecan), la percentuale di cellule lisate 
viene calcolata in proporzione ad un controllo di lisi totale, cui va sottratta la lisi cellulare spontanea. 
  
Dopo aver  completato la caratterizzazione del minibody in vitro, sono iniziati gli esperimenti in vivo 
sfruttando il modello illustrato sopra di topi SCID, inoculati con le medesime cellule BJAB utilizzate per 
la caratterizzazione in vitro. Si è deciso di adottare per il minibody uno schema di trattamento simile a 
quello adottato per Rituximab come illustrato in Tabella 4, mentre la dose è stata decisa sulla base di 
dati riportati in letteratura secondo i quali la concentrazione utilizzata in studi di fase I e II in pazienti 
affetti da neoplasie in stadio avanzato per altri anticorpi anti-TRAIL-R2 è di 10 mg/kg in due singole 











anti -TRAIL-R2 MB2.23  250 µg/topo*/die i.p. 4°-11° 2 
Rituximab 12,5 µg/topo*/die i.p. 4°-11° 2 
 
Tabella 4. Schema di trattamento adottato per il III ciclo di esperimenti  con rTRAIL, 
Rituximab e loro associazione.  
*    I diversi gruppi di animali trattati sono ugualmente numerosi. 
**  Il conto dei giorni inizia a partire dal giorno di inoculo del graft tumorale che è il giorno 1. 
 
Nuovamente i risultati ottenuti al termine della sperimentazione sono riportati in Figura 13. 
 
 
Figura 13. Curve di sopravvivenze dei topi SCID inoculati i.p. con 2x106 cellule BJAB, 
trattati con anti –TRAIL-R2 MB2.23 250µg/topo/die  e Rituximab 12,5µg/topo/die.  





























it ximab 12,5 µg 
anti-TRAIL-R2 MB2.23 250 µg 
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Le differenze di sopravvivenza tra i gruppi trattati sono state analizzate utilizzando la curva di Kaplan-
Meier (SPSS 11.0, Software Windows 2000). I p value sono stati calcolati utilizzando il log-rank test ed 
il test di Fischer. Le differenze sono state considerate significative per p value <0.05 anti-TRAIL-R2 
MB2.23 vs controlli; p value <0.005 Rituximab vs controlli. 
Nel gruppo di controllo, rappresentato in nero, gli animali non hanno ricevuto alcun trattamento. 
 
Come possiamo vedere dalle curve di sopravvivenza Rituximab ed anti-TRAIL-R2 MB2.23 aumentano 
significativamente il tempo di sopravvivenza degli animali trattati rispetto ai controlli, anche se con gradi 
di significatività diversi, infatti il minibody, almeno alla dose utilizzata, risulta un po’ meno efficace di 
Rituximab con un tempo medio di sopravvivenza degli animali trattati di 59 giorni, contro una 
sopravvivenza media di 47 giorni per gli animali di controllo. Anche confrontando il trattamento con 
rTRAIL 20µg/topo/die rispetto a quello con il minibody, l’effetto di rTRAIL appare più significativo 
(p<0.01) in termini di sopravvivenza. 
In definitiva considerando tutti e tre i cicli di esperimenti effettuati e tralasciando i trattamenti con le dosi 
più alte di composti, che si sono dimostrate curative per la totalità dei casi, possiamo dunque 
concludere che nel nostro modello animale di linfoma di Burkitt in topi SCID il trattamento 
significativamente più efficace è rappresentato dall’associazione di rTRAIL con Rituximab secondo lo 
schema illustrato, a testimonianza del fatto che l’attivazione di meccanismi d’azione antitumorali, 
mediante il coinvolgimento di bersagli diversi, risulta essere più favorevole. In particolare, dai nostri 
esperimenti, pare che l’associazione di rTRAIL a Rituximab, oltre a non togliere le potenzialità di 
Rituximab di attivare la CDC che rappresenta il suo meccanismo principale di funzionamento, sia anche 
in grado di aumentare l’effetto antitumorale di Rituximab via apoptosi, e in letteratura ci sono già 
evidenze che questo crosstalking di meccanismi antitumorali avvenga (Zhou et al., 2008; Bremer et al., 
2008; Daniel et al., 2007). Per quanto riguarda il regime di monotrattamento, invece, l’effetto più 
marcato è legato a rTRAIL, seguito da quello di  Rituximab e per ultimo da quello del minibody anti-
TRAIL-R2 MB2.23. Rimane da valutare la sinergia tra il minibody MB2.23 e Rituximab, soprattutto 
considerando la possibile sinergia tra i meccanismi d’azione del complemento e l’ADCC. 
In futuro saranno inoltre necessari altri studi comparativi in vivo tra il minibody MB2.23 e altri anticorpi 
anti-TRAIL-R2  già in commercio, con rTRAIL o con associazioni dei due composti per valutare il 
potenziale terapeutico del minibody del nostro studio e sfruttare i suoi vantaggi sia in termini di 
specificità, che di farmacocinetica e farmacodinamica. Inoltre, un consistente gruppo di dati suggerisce 
che l’utilizzo di molecole ricombinanti di TRAIL così come anticorpi agonisti del recettore di TRAIL R2 
molto probabilmente entreranno in clinica in combinazione con la chemioterapia o con altri farmaci 
antitumorali innovativi, come l’anticorpo anti-CD20 Rituximab (Daniel et al., 2007; Kruyt 2008) che è 
stato anche oggetto del nostro studio.  
A completamento delle informazioni circa l’effetto terapeutico o meno dei protocolli attuati, per ogni tipo 
di trattamento descritto, sono anche stati inclusi degli animali destinati al sacrificio ai giorni 25° e/o 45° 
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dall’inoculo delle cellule tumorali, allo scopo di effettuare il prelievo della massa tumorale, dove 
presente, e degli organi che sembrano essere maggiormente coinvolti dalla disseminazione neoplastica, 
e cioè fegato, milza, linfonodi, midollo  (prelevato dai femori murini) e reni, per fissarli e conservarli in 
blocchetti paraffinati. In futuro sarà quindi possibile completare questo studio compiendo delle analisi 
istopatologiche che possano da un lato permettere di mettere in luce la progressione della malattia e 
dall’altro indagare i meccanismi di morte cellulare.  
 
Questo studio ha però sottolineato ancor di più l’importanza che, nell’ottica di ottenere una sinergia 
d’azione, l’attivazione di più meccanismi antitumorali o le strategie di potenziamento di un singolo 
meccanismo, non possono prescindere dall’avere come bersaglio la medesima cellula tumorale per 
colpirla in più punti, non possono cioè prescindere dall’avere un targeting specifico. Abbiamo quindi 
cercato di continuare il nostro studio in questa direzione, considerando la possibilità di poter  creare una 
molecola anticorpale in grado di legare due antigeni differenti, ma spazialmente abbastanza vicini da 
poter essere riconosciuti dai due siti di legame all’antigene di un singolo anticorpo, e capace 
contemporaneamente di migliorare l’effetto antitumorale derivato dal riconoscimento di uno solo dei due 
antigeni. E’ stato così progettato e costruito un anticorpo bispecifico  capace di legare il CD20 e uno dei 
regolatori di membrana del complemento, il CD55, molecole ancorate alla membrana cellulare e 
presenti nei lipid raft. Sarà ovviamente possibile, data la modalità di costruzione di questa molecola, 
fatta per così dire a blocchi interscambiabili come vedremo, sostituire il sito di legame per il CD55, 
ovvero il ScFv che riconosce il CD55 con quello che riconosce altre mCRP come ad esempio con il 
ScFv anti-CD59, o ancora con il ScFv del MB2.23. Il lavoro viene presentato di seguito. 
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VI. Potenziamento dell’immunoterapia mediante costruzione di un minibody bispecifico anti-
CD55 e anti-CD20 
Le cellule tumorali derivano da cellule del nostro organismo e come tali esprimono sulla loro superficie 
gli inibitori di membrana del complemento. Ne deriva che l’espressione, e spesso l’iper-espressione, di 
queste molecole, come abbiamo visto al punto I di “Risultati e Discussione” di questa tesi, riduce 
l’azione degli anticorpi in grado di attivare la cascata complementare e quindi la lisi delle stesse cellule 
bersaglio. Abbiamo perciò pensato di migliorare la terapia anticorpale creando un’unica molecola che, 
oltre a saper riconoscere un antigene associato alla cellula tumorale e ad attivare il complemento, come 
ad esempio avviene nel caso di Rituximab, possa avere al seguito un’arma di difesa per far fronte agli 
ostacoli al suo funzionamento e in particolare bloccare gli inibitori complementari. Utilizzando questa 
molecola il sistema del complemento, una volta attivato, non troverebbe ostacoli nella sua azione litica e 
potrebbe eliminare un maggior numero di cellule tumorali. Ovviamente è fondamentale, specialmente in 
questo caso, mettere a punto una metodica che indirizzi specificamente la molecola bispecifica solo o 
prevalentemente sulle cellule tumorali e non sulle altre cellule dell’organismo esprimenti gli inibitori, 
altrimenti risulterebbe inutilizzabile in un trattamento in vivo. E’ per questo motivo che il legame degli 
anticorpi bispecifici deve essere condizionato in modo più forte dall’affinità del F(ab) o del ScFv, nel 
caso di un minibody, che lega l’antigene tumorale, mentre l’affinità del F(ab) o ScFv per l’inibitore del 
complemento deve tendenzialmente essere medio-bassa per minimizzare il legame dell’anticorpo all’ 
inibitore complementare presente sulle cellule normali e in special modo sui gllubuli rossi (Gorter et al., 
2006). Solo qualora la presenza di questo inibitore non fosse particolarmente alta sulla superficie della 
cellula tumorale, l’anticorpo potrebbe legare questo stesso inibitore presente sulle cellule effettrici che si 
trovano nel microambiente tumorale e promuovere in questo modo la citolisi della medesima cellula 
neoplastica. Come vediamo dunque la presenza di una doppia specificità su un anticorpo tumorale può 
comportare il miglioramento di diversi meccanismi effettori  (Gorter et al., 2006). 
 
DESCRIZIONE GENERALE DEL VETTORE pDUO  
La molecola caratterizzata dalle qualità descritte che abbiamo costruito è una molecola anticorpale 
bispecifica ovvero un eterodimero di minibody, nel quale ogni minibody riconosce e lega due antigeni 
diversi e vicini attraverso ciascun scFv.   
Gli antigeni riconosciuti dagli scFv del minibody eterodimerico sono il CD20, il più importante antigene 
tumorale espresso dai linfomi Non-Hodgkin, ed il regolatore di membrana del complemento CD55. 
Il formato prescelto è quello del minibody un formato anticorpale di dimensioni intermedie, costituito dal 
frammento scFv seguito dalle regioni cerniera e dai domini CH2 e CH3 delle immunoglobuline, che 
conferiscono all’anticorpo diversi vantaggi per l’uso terapeutico. La regione CH3 dei due minibody è stata 
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modificata per facilitare l’eterodimerizzazione dei due costrutti, mediante la strategia del “knob into 
hole”, descritta nel paragrafo 6.5.1 dell’Introduzione di questa tesi. 
Le due specificità anticorpali sono inizialmente state clonate in formato minibody monospecifico, 
transfettate e opportunamente controllate. I vettori codificanti per i due minibody sono stati 
successivamente transfettati contemporaneamente per verificare che il prodotto cellulare dimerizzasse 
correttamente. Il passo finale è stato quello di clonare i due costrutti in un unico vettore, denominato 
pDUO, inserendo tra la sequenza del primo e del secondo minibody la sequenza 2A descritta di 
seguito, che causa uno “skip” della traduzione, e la sequenza consenso per il taglio mediato dalla 
convertasi ubiquitaria furina. In questo modo sono stati ottenuti i due distinti minibody che 
eterodimerizzando formano l’anticorpo bispecifico. Questo tipo di codifica in un unico vettore costituisce 
un vantaggio in quanto permette di eseguire una transfezione unica e l’espressione dei due minibody 
risulta quantitativamente omogenea. 
 
CARATTERISTICHE DEGLI ANTICORPI UTILIZZATI PER IL CLONAGGIO 
Il minibody anti-CD55 è stato isolato nel nostro laboratorio, precedentemente al mio lavoro, come scFv 
da una libreria anticorpale umana (Ziller et al., 2005) e nel novembre del 2005 questo minibody ha 
ricevuto il brevetto U.S.A. depositato al numero WO 2006IL00521. Il scFv così ottenuto è stato 
ingegnerizzato in modo da contenere i domini Hinge-CH2-CH3 delle IgG1 umane. I risultanti anticorpi in 
formato minibody sono stati testati per la loro capacità di neutralizzare il CD55, una delle proteine 
regolatrici del complemento di membrana, che è risultata paragonabile a quella dei rispettivi scFv. 
Il scFv anti-CD20 è stato invece prodotto nel nostro laboratorio, sempre in una fase di lavoro 
precedente al mio, mediante la ricostruzione della sequenza a partire da quella dell’anticorpo anti-CD20 
in commercio Rituximab, la cui sequenza nucleotidica e aminoacidica, che deriva da un anticorpo 
monoclonale murino inizialmente noto con la sigla 2B8, è reperibile al brevetto numero 5736137 della 
IDEC Pharmaceutical (www.uspto.gov). Il scFv anti-CD20 è stato ottenuto mediante una strategia di 
clonaggio che prevede l’amplificazione della catena VL e della catena VH separatamente. In pratica, 
come illustrato schematicamente di seguito, sono state eseguite 3 PCR sequenziali sia per il dominio VL  
che per il dominio VH  disegnando opportunamente i primer sulla base della sequenza disponibile fino al 
completamento di entrambi i  domini V di Rituximab. In questa fase al 5’ del dominio VL è stato anche 
inserito il sito di restrizione per l’enzima BsiWI, invece al 3’ è stato introdotto un linker costituito da una 
ventina di aminoacidi; per quanto riguarda invece la sequenza del dominio VH anch’essa è stata 
opportunamente completata per permettere l’assemblaggio del scFv completo ed il successivo 
clonaggio. Anche in questo caso sono stati dunque inseriti il linker al 5’ ed il sito di restrizione per 
l’enzima NheI all’estremità 3’. 













Schema 1: Costruzione dei domini V. Vengono schematicamente riportate le amplificazioni effettuate per ricostruire la 
sequenza dei domini V. 
 
I due costrutti alla fine sono stati assemblati con un particolare ciclo di amplificazione per ottenere il 
scFv completo come illustrato di seguito. 
 
Schema 2: Assemblaggio dei domini V per la costruzione del ScFv anti-CD20. Viene schematicamente riportato 
l’assemblaggio dei domini  VL e VH, separati dal linker.  
 
IL FORMATO MINIBODY E IL VETTORE D’ESPRESSIONE pcDNA 3.1Hygro (+) 
I single chain anti-CD55 e anti-CD20 sono stati clonati in un opportuno vettore in fusione con un Fc 
costituito dalla regione cerniera (H Hinge) e dai domini CH2CH3 umani e il costrutto risultante è detto 
appunto minibody. All’estremità 3’ in ognuno dei due minibody sono stati clonati, prima del codone di 
STOP degli opportuni tag per permettere il rilevamento preciso delle due molecole anticorpali nel corso 
dei saggi di produzione. Nello specifico nel caso del minibody anti-CD55 il tag è costituito da una 
piccola proteina virale di 14 aminoacidi, SV5, costituita da una decina di aminoacidi, mentre nel caso 
del minibody il tag è costituito da una sequenza di 6 istidine preceduta da un piccolo spaziatore di 3 
aminoacidi (Gly-Gly-Ser). Schematicamente i due costrutti risultanti sono rappresentati in Figura 14. Il 
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VL         L       VH           H         CH2               CH3        6 His 
VL         L       VH           H         CH2               CH3         SV5 
plasmide utilizzato, come vediamo sempre in Figura 14, è stato pcDNA 3.1Hygro (+), un vettore di 
espressione in cellule eucariotiche che possiede una doppia resistenza sia per l’ampicillina, sia per 














Tutti i clonaggi sono stati controllati mediante trasformazione batterica in cellule competenti del ceppo 
DH5α, estrazione plasmidica e successiva PCR. Saggiata la correttezza delle cornici di lettura mediante 
sequenziamento presso la BMR Genomics di Padova (http://www.bmr-genomics.it) è seguita la fase di 
produzione. A questo scopo è stato utilizzato un sistema di espressione in mammifero costituito dalla 
linea cellulare eucariotica Chinese Hamster Ovary con crescita in sospensione (CHO-s). Molecole 
anticorpali di lunghezza completa, quali anticorpi chimerici, umanizzati e umani, ma anche formati più 
piccoli come i minibody hanno infatti bisogno di essere prodotti in cellule di mammifero o in organismi 
transgenici per assumere la corretta conformazione e l’adeguato stato di glicosilazione, sia per 
composizione che per struttura dei carboidrati. Le CHO-s in effetti permettono di generare anticorpi 
terapeutici sicuri ed efficaci, e con funzioni effettrici ed emivita sierica equivalenti a quelli riscontrati negli 
anticorpi in natura. E’ possibile inoltre ottenere alte rese; anche se questo dipende più dall’anticorpo in 
questione piuttosto che dal sistema di espressione utilizzato (Roque et al., 2004).  
Sempre a questo proposito è anche utile precisare che i vettori utilizzati per la produzione dei nostri 
minibody sono stati opportunamente modificati per includere all’estremità 5’ del sito multiplo di 
clonaggio una sequenza di circa 20 aminoacidi chiamata leader sequence che permette la secrezione 
del minibody da parte delle cellule eucariotiche nel terreno di coltura. Nel caso del minibody anti-CD20 
la sequenza è la stessa originariamente inclusa per la secrezione della catena leggera del Rituximab. Il 
Figura 14. Mappa del vettore pcDNA3.1/Hygro(+) 
(Invitrogen) e struttura schematica dei due 
minibody clonati. In rosso il minibody anti-CD55 
ed in giallo il minibody anti-CD20 
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minibody anti-CD55 inoltre, a valle di questa leader sequence presenta anche una breve sequenza 
nucleotidica chiamata mini-intron, che aumenta l’efficienza di trascrizione. Per questa e per tutte le 
trasfezioni che saranno menzionate, per ogni costrutto sono sempre stata fatti tre diversi tentativi di 
trasfezioni per cercare di portare avanti nella crescita le cellule che avevano sofferto meno della 
metodica di trasfezione, e che mostravano livelli più alti di crescita e di produzione delle molecole 
d’interesse. 
La riuscita della trasfezione, eseguita utilizzando delle lipofectamine (Lipofectine™ 2000 Invitrogen) e la 
bontà del livello di produzione delle molecole sono state testate mediante dei test ELISA sui 
sovranatanti di coltura delle CHO-s prelevati a 24h e 48h dalla trasfezione e ad alcuni giorni dopo l’inizio 
della selezione con igromicina B 500 µg/ml delle cellule trasfettate, in dipendenza dei livelli di crescita 
delle cellule stesse per appurare un effettivo aumento del livello di produzione. I test ELISA sono 
sempre stati eseguiti mettendo in coating il sovranatante di coltura diluito 1:10 e rivelando la presenza 
dei minibody prodotti utilizzando degli anticorpi murini capaci di riconoscere il tag SV5 o il 6His tag, 
oppure utilizzando un anticorpo murino capace di riconoscere l’Fc umano e successiva incubazione con 
anticorpo secondario anti-mouse coniugato alla fosfatasi alcalina, seguito dal substrato cromogeno 
PNPP. Per entrambi i costrutti i risultati di produzione si sono rivelati buoni. 
 
INGEGNERIZZAZIONE DEI DOMINI CH3 SECONDO LA STRATEGIA “KNOB INTO HOLE”    
Il passo successivo del nostro lavoro è stato quello di apportare le opportune modifiche ai domini CH3 di 
ciascuno dei due minibody per ottenere la molecola con la doppia specificità voluta. Queste modifiche 
sono state inserite seguendo l’approccio sperimentale del knob-into-hole per la costruzione di anticorpi 
bispecifici, presente in letteratura, oggetto di diversi studi cristallografici di struttura e descritto al 
paragrafo 6.5.1 dell’Introduzione di questa tesi. In pratica per il minibody anti-CD55 il dominio CH3 di un 
minibody con Fc umano, mediante una serie di amplificazioni successive, utilizzando 4 diversi 
oligonucleotidi parzialmente sovrapposti tra loro e appositamente disegnati, è stato modificato con una 
mutagenesi sito-specifica che ha portato, con un cambio nucleotidico della sequenza del CH3 alla 
mutazione (Y›T) della tirosina (TAT) del codone 67 con la treonina (ACC), formando una tasca 
accomodante (“hole”) sull’Fc di questo minibody. Dopo queste amplificazioni la regione amplificata, 
lunga circa 750 paia di basi, è stata tagliata con gli enzimi NheI-HindIII, purificata e clonata per 
sostituire questo Fc mutato a quello non mutato del minibody anti-CD55. Anche per il minibody anti-
CD20 l’approccio seguito è stato lo stesso, ma è bastata una sola amplificazione con un opportuno 
primer per introdurre la mutazione sito-specifica che, in questo caso, ha generato la sostituzione della 
treonina del codone 26 con la tirosina (T›Y) formando quell’ingombro sterico (“knob”) sull’Fc di questo 
minibody, che dovrebbe impedire l’omodimerizzazione e favorire invece l’eterodimerizzazione con il 
minibody anti-CD55, nel caso di una doppia trasfezione con entrambi i vettori. Anche in questo caso è 
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stato eseguito un clonaggio mediante gli enzimi BsrGI e HindIII che ha sostituito il dominio CH3 mutato 










Figura 15. Schema del clonaggio dei domini CH2CH3 del minibody anti-CD55 in A e anti CD20 in B con le rispettive 
mutazioni. Le frecce orizzontali rappresentano i primer utilizzati per le amplificazioni. Come vediamo le mutazioni sono state 
chiamate Y407T e T366Y come vengono indicate in letteratura dal gruppo di Xie e colleghi (Xie et al., 2005).  
 
Il prodotto delle ligazioni così ottenuto è stato utilizzato per trasformare nuovamente batteri DH5α 
competenti: le colonie ottenute sono state controllate mediante PCR. Una volta individuati i cloni positivi 
è stato estratto il plasmide che è stato utilizzato per le successive transfezioni in cellule CHO-s.  
La riuscita della trasfezione e la bontà del livello di espressione delle molecole, sia in termini di qualità 
che di quantità, sono state testate anche in questo caso mediante dei test ELISA sui sovranatanti di 
coltura delle CHO-s prelevati a 24h, 48h e 72h dalla trasfezione e ad alcuni giorni dopo l’inizio della 
selezione con igromicina B delle cellule trasfettate, in dipendenza dei livelli di crescita delle cellule 
stesse. Oltre a delle prove di trasfezione con i singoli plasmidi sia per il minibody anti-CD55 Y407T che 
per il minibody anti-CD20 T366Y sono state fatte anche delle prove di trasfezione contemporaneamente 
Y407T anti1 
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con i entrambi i vettori anti-CD55 pHygro CH2CH3 human Y407T e anti-CD20 pHygro CH2CH3 human 
T366Y per saggiare se una volta prodotti e secreti nel sovranatante questi minibody potessero 
effettivamente eterodimerizzare. I test ELISA sono stati eseguiti come descritto in precedenza. 








Schema 3. Struttura del minibody anti-CD55 Y407T e anti-CD20 
T366Y. Il ScFv anti-CD55 è rappresentato dagli ovali in rosso chiaro e 
rosso scuro, il ScFv anti-CD20 è rappresentato dagli ovali in giallo 
chiaro e giallo scuro, la regione Hinge è rappresentata in arancione, 
mentre l’Fc costituito dai domini CH2CH3 di una IgG1 umana è 
rappresentato dagli ovali in viola (CH2) ed in grigio (CH3).A livello del 
dominio CH3 è indicata la presenza del “knob into hole” e all’estremità 
del dominio CH3 sono anche rappresentati i 2 tag: SV5 in verde per il 





Figura 16. Valori di O.D. ottenuti in ELISA dei sovranatanti contenenti i costrutti anti-CD55 pHygro CH2CH3 human Y407T, 
anti CD20 pHygro CH2CH3 human T366Y ed entrambi rilevati con l’anticorpo anti-human P 1:1000. 
Tutti i sopranatanti in assenza di siero sono stati diluiti 1:10 in tampone bicarbonato e utilizzati in coating per i test ELISA, 
ovvero adsorbiti sulla plastica di appositi pozzetti. Come controllo negativo è stato usato un sopranatante prelevato da 
cellule CHO-s non trasfettate. 
 
Come possiamo vedere dal grafico in Figura 16 l’introduzione delle mutazioni Y407T e T366Y non 
compromette i livelli di produzione e anche nel sovranatante delle cellule che hanno avuto la doppia 
trasfezione il segnale è apprezzabile. In un primo esperimento è stata valutata l’effettiva presenza dei 
minibody nel sovranatante di coltura, mediante riconoscimento da parte dell’anticorpo anti-human, 
poiché però i minibody prodotti portano un tag all’estremità C-terminale, una conferma della sua 
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effettiva presenza e quindi dell’assemblaggio di catene polipeptidiche complete, è stata ottenuta 




















Figura 17. Valori di O.D. 405 nm ottenuti in ELISA dei sovranatanti contenenti il costrutto anti-CD55 pHygro CH2CH3 human 
Y407T rivelato con anticorpo anti-SV5, il costrutto anti CD20 pHygro CH2CH3 human T366Y rivelato con anticorpo anti-6His 
ed il costrutto ottenuto dalla co-trasfezione, rivelato sia con anticorpo anti-SV5 che con anti-6His. 
Tutti i sopranatanti in assenza di siero sono stati diluiti 1:10 in tampone bicarbonato e utilizzati in coating per i test ELISA. 
Come controllo negativo è stato usato un sopranatante prelevato da cellule CHO-s non trasfettate. 
 
E’ interessante notare che gli anticorpi prodotti dalle co-trasfezioni sono stati riconosciuti in maniera 
paragonabile da ciascun anticorpo anti-tag, mentre l’anti-CD55 Y407T dimostra livelli di produzione 
nettamente superiori all’anticorpo anti-CD20 T366Y. Per valutare la capacità di legame dei minibody 
prodotti ai rispettivi antigeni sono in seguito state fatte delle analisi citofluorimetriche utilizzando i 
sovranatanti di coltura come fonti di minibody e le cellule BJAB, che presentano sulla membrana sia 
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Figura 18. Legame dei minibody anti-CD55 Y407T e anti-CD20 T366Y su cellule BJAB. 5 x 105 cellule BJAB sono state 
analizzate al citofluorimetro per verificare il legame dei minibody anti-CD55 Y407T e anti-CD20 T366Y usando sovranatanti 
interi di coltura per 1h a 37°C in agitazione e anti-human-FITC come anticorpo secondario. Viene anche riportata la 
citofluorimetria per l’espressione degli stessi antigeni di superficie CD55 e CD20 eseguita utilizzando degli anticorpi 
commerciali murini (rispettivamente BRIC 216 bloccante (IGBRL) per il CD55 e anti-CD20 (Immunotools) per il CD20) alla 
concentrazione di 5 µg/ml nelle stesse condizioni descritte e anti-mouse FITC. I controlli rappresentano il legame degli 
anticorpi secondari dopo incubazione con un sovranatante di coltura di cellule non trasfettate o in assenza di anticorpi 
primari nel caso degli anticorpi in commercio. 
 
Dalla lettura al citofluorimetro, i cui grafici sono mostrati nella Figura 18, possiamo notare che il 
minibody anti-CD20 T366Ypresenta un buon livello di legame alle cellule, paragonabile a quello 
rappresentato dall’anticorpo commerciale anti-CD20. Dal momento che il risultato ottenuto dalla 
citofluorimetria sulle BJAB per il minibody anti-CD55 Y407T non ci è però sembrato soddisfacente e 
considerato il fatto che questo antigene non è espresso ad alti livelli sulla superficie di queste cellule, 
abbiamo cercato di individuare un'altra linea cellulare più ricca di questo antigene e abbiamo pertanto 
deciso di utilizzare la linea cellulare IGROV1, una linea di carcinoma ovarico che cresce in adesione. 
Per appurare il legame del minibody anti-CD55 Y407T sulla membrana delle IGROV1 abbiamo eseguito 


















Figura 19. Valori di O.D. 405 nm ottenuti in ELISA su cellule IGROV1. Il sovranatante contenente il costrutto anti-CD55 
pHygro CH2CH3 human Y407T è stato diluito 1:2 e  incubato 1h a 37°C sulle cellule. Successivamente l’avvenuto legame è 
stato rivelato con l’anticorpo anti-SV5, specifico per il minibody e successivo anti-mouse AP seguito da  PNPP. Come 
controllo positivo è stato utilizzato lo stesso anticorpo commerciale anti-CD55 usato sulle cellule BJAB (5 µg/ml), seguito da 
anti-mouse AP e  PNPP. Come controllo negativo è stato usato un sopranatante prelevato da cellule CHO-s non trasfettate. 
 
Come vediamo, il legame del nostro minibody anti-CD55 Y407T sulle cellule IGROV1 è risultato 
positivo, in questo caso anche maggiore rispetto a quello del controllo positivo, nonostante l’affinità di 
questo anticorpo non sia particolarmente elevata. 
A questo punto, dopo avere assicurato la corretta espressione e la funzionalità dei minibody ad unica 
specificità, abbiamo voluto appurare l’effettiva formazione di molecole eterodimeriche dalla doppia 
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appositamente diversi in ognuna delle catene polipeptidiche, è stato pertanto messo a punto un test 
Elisa, schematizzato in Figura 20 A, mentre i valori di O.D.405nm ottenuti sono riportati in Figura 20 B. 
 







Figura 20-B. Valori di O.D. 405 nm ottenuti nel test 
ELISA. Brevemente l’anticorpo anti-6His è stato 
utilizzato per il  coating ; dopo la saturazione sono 
stati incubati 1h a 37°C i sovranatanti  1:10 delle 
cellule trasfettate con i costrutti anti-CD55 pHygro 
CH2CH3 human Y407T, anti CD20 pHygro CH2CH3 
human T366Y e con entrambi. Come anticorpo 
primario è stato utilizzato l’anticorpo anti-SV5 
coniugato alla biotina, seguito da streptavidina-AP e 
PNPP. Come controllo negativo è stato usato un 
sopranatante prelevato da cellule CHO-s non 
trasfettate. 
 
E’ dimostrato che il minibody è in effetti bispecifico, in quanto solo il sopranatante della co-transfezione 
dei due diversi minibody mostra un valore significativo. Al contrario, i due costrutti transfettati 
singolarmente non vengono riconosciuti: 
• il minibody anti-CD20, che possiede il tag di istidine, si lega all’anticorpo anti-6His in coating, ma 
non viene riconosciuto dall’anti-SV5; 
• il minibody anti-CD55, che possiede il tag SV5, pur potendo essere riconosciuto dall’anticorpo 
primario anti-SV5, non riconosce l’anticorpo in coating, e quindi non si può legare.  
• il sopranatante della co-transfezione  anti-CD55 Y407T /anti-CD20 T366Y/ risulta positivo per 
entrambi gli anticorpi: il minibody anti-CD20 T366Y è stato legato dall’anti-6His, ma non potrebbe 
essere riconosciuto dall’anti-SV5 perchè ha il tag di istidine. Poichè il valore in anti-SV5 è invece 
molto elevato, ciò assicura che il minibody anti-CD55 Y407T eterodimerizza con il minibody ani-
CD20 T366Y legato dall’anticorpo in coating. 
E’ stato in questo modo verificato che i costrutti singoli una volta espressi dalle cellule nel terreno di 

















Figura 20-A. Schema esplicativo dell’esperimento 
descritto in Figura. Gli anticorpi in rosa utilizzati per il 
coating riconoscono il tag 6His presente nella molecola 
bispecifica, mentre gli anticorpi verdi, utilizzati come 
anticorpo primario, riconoscono il tag SV5. Solo molecole 
che posseggono entrambi i tag e che sono dunque 
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Per verificare che anche gli eterodimeri mantengono la capacità di legame ai rispettivi antigeni è stata 
eseguita anche un’analisi citofluorimetrica sulle BJAB utilizzando il sovranatante della doppia 
trasfezione e come anticorpo secondario sia l’anticorpo murino anti-SV5 che l’anticorpo murino anti-
6His seguiti da anti-mouse FITC. In entrambi i casi abbiamo avuto un segnale positivo. Poiché le stesse 
prove eseguite con i sovranatanti di coltura ottenuti dalle singole trasfezioni davano risultati molto 
diversi tra loro, nello specifico davano un’alta percentuale di legame nel caso del minibody anti-CD20 
T366Y ed una bassa nel caso del minibody anti-CD55 Y407T, è ragionevole pensare che in questo 
caso l’aumento del segnale avuto utilizzando l’anticorpo anti-SV5 possa essere dovuto 
all’eterodimerizzazione con il minibody anti-CD20 che ha più affinità di legame su queste cellule e che, 
come dimostrato da questa analisi, mantiene la capacità di legare il CD20.  
Per avere conferma che anche il minibody anti-CD55 Y407 mantenga la capacità di legare il CD55 nella 
forma eterodimerica abbiamo eseguito un’ELISA su cellule IGROV1 e abbiamo rivelato con successo la 
presenza del tag-6His, presente nell’anti-CD20 T366Y. Questi dati ci hanno confermato la funzionalità di 
entrambi i minibody nella forma eterodimerica. 
Questi risultati ottenuti dalla doppia trasfezione ci hanno permesso in definitiva di ottenere un dato 
preliminare sul corretto funzionamento del sistema “knob into hole” e sull’effettiva bispecificità.  
Un’ulteriore conferma dell’eterodimerizzazione dei minibody è stata effettuata mediante saggio di 
Western Blotting come rappresentato in Figura 21, in cui come vediamo il minibody bispecifico ottenuto 
dalla co-transfezione viene riconosciuto sia dall’anticorpo primario anti-SV5 che dall’anticorpo primario 
















Figura 21. Western Blot.  Il sovranatante di coltura delle cellule cotrasfettate contemporaneamente con i minibody anti-
CD55 Y407T e anti-CD20 T366Y è stato caricato (30 µl) in gel di SDS-poliacrilammide al 10% in condizioni denaturanti e 
riducenti. Dopo la corsa elettroforetica è seguito il Western blot su membrana di nitrocellulosa. Il rivelamento è stato 
effettuato con gli anticorpi anti-SV5 (a sinistra) e anti-6HIS (a destra) e l’anticorpo secondario anti-mouse-AP, con 
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Le bande presenti sulla membrana di nitrocellulosa in condizioni riducenti corrispondono all’effettiva 
altezza dei minibody monomerici, di circa 60 kDalton. Più precisamente possiamo anche notare che la 
banda corrispondente al minibody anti-CD55 Y407T è situata un po’ più in alto rispetto a quella dell’anti- 
CD20 T366Y, probabilmente ciò è dovuto al fatto che le due catene polipeptidiche, pur avendo un peso 
molecolare simile (c’è uno spacer che cambia), hanno un folding parzialmente diverso. 
Lo stesso saggio di Western Blotting è stato ripetuto anche in condizioni non riducenti e in questo caso 
abbiamo potuto appurare che per il minibody anti-CD55 Y407T è visibile anche una banda in 
corrispondenza dei 130 kDa a testimonianza che questo minibody può andare incontro ad una 
omodimerizzazione. Per il minibody anti-CD20 questo non avviene, probabilmente perchè il livello di 
produzione è un po’ più basso o forse perché la presenza della mutazione T366Y costituisce un 
ingombro sterico alla omodimerizzazione. 
 
STRATEGIA DI CLONAGGIO DEL COSTRUTTO pDUO  
La dinamica di eterodimerizzazione dei due minibody risultati dalla contemporanea trasfezione delle 
CHO-s con entrambi i vettori è fortemente condizionata dalla quantità di ciascuno dei due minibody 
prodotti. Per cercare di ottenere delle cellule in grado di produrre uguali quantità dei due minibody la 
strategia che si è deciso di adottare è stata quella di costruire un unico vettore, che abbiamo chiamato 
pDuo, contenente entrambi i minibody anti-CD55 Y407T e anti-CD20 T366Y clonati in frame. Alla luce 
di lavori già presenti in letteratura (Donnelly et al., A 2001; Chaplin et al., 1999), tra la sequenza del 
primo minibody e quella del secondo, è stata introdotta una sequenza di 24 amminoacidi ricavata dal 
virus FMDV che rende possibile il taglio co-traduzionale dei due minibody a livello dell’estremità C-
terminale, precisamente tra gli ultimi due amminoacidi della sequenza. Poiché però il peptide 2A viene 
tagliato alla sua estremità C-terminale, al primo minibody rimane sempre all’estremità C-terminale un 
polipeptide aggiuntivo di 23 aminoacidi. Per evitare effetti indesiderati che potrebbero essere provocati 
da questi residui si è deciso di anticipare alla sequenza codificante per il peptide 2A una sequenza 
consenso per il taglio mediato dalla furina che è in grado di eliminare i 23 amminoacidi aggiuntivi dal 
primo minibody prodotto (Fang et al., 2005). La  furina è una convertasi ubiquitaria nelle cellule animali, 
presente nella trans-Golgi network, coinvolto nel processamento delle proteine secrete da pro-proteine 
a proteine per renderle attive. I suoi principali substrati sono i fattori della coagulazione, alcune proteine 
seriche e alcuni recettori per i fattori di crescita, come ad esempio IGFR. Il sito di consenso minimo è la 
sequenza Arg-X-X-Arg ed il taglio avviene dopo l’ultima l’Arg (Fang et al., 2005; Poole et al., 2003). 
Schematicamente la sequenza introdotta tra i due minibody è rappresentata nello schema 4. 
Schema 4. Schematica rappresentazione della sequenza consenso per il taglio della furina e del peptide 2A. Le forbici 
indicano i punti in cui avvengono  i tagli del costrutto pDuo. 
Anti-CD55 Y407T Anti-CD20T366YRAKRAPVKQTLNFDLLKLAGDVESNPGP
 
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UTILIZZO DEL PEPTIDE 2A  
NEL CLONAGGIO DI ANTICORPI MONOCLONALI 
L’Aphthovirus (virus dell’afta epizootica, o foot-and-mouth 
disease virus, FMDV) appartiene alla famiglia dei 
Picornaviridae (piccoli virus ad RNA). Una strategia 
comune a questo tipo di virus per la codifica di alcune o 
di tutte le loro proteine consiste nel codificarle sottoforma 
di poliproteine, ovvero in un’unica cornice di lettura (ORF, 
open reading frame) (Donnelly et al., B, 2001). Le 
poliproteine di questa famiglia di virus subiscono un 
taglio primario co-traduzionale tra i domini contenenti le 
proteine del capside e i domini contenenti le proteine 
replicative. Nell’Aphthovirus e nel Cardiovirus 
(appartenente anch’esso alla famiglia dei Picornaviridae), 
questo taglio proteolitico avviene all’estremità carbossi-
terminale del peptide 2A, una corta sequenza di circa 20 
aminoacidi. E’ stato dimostrato che questa sequenza 
mantiene la sua attività anche se a monte e a valle 
vengono clonate le sequenze di DNA codificanti per 
proteine ricombinanti. Inoltre è stato dimostrato che il 
taglio non avviene ad opera di una proteasi (virale o 
dell’ospite), ed è strettamente legato alla traduzione: 
infatti in peptidi sintetici contenenti la regione 2A il taglio 
non avviene spontaneamente. Sulla base di queste 
dimostrazioni è stato proposto un modello co-
traduzionale, secondo il quale il peptide 2A posizionato 
sul ribosoma produrrebbe un ingombro sterico tale da 
impedire l’attacco nucleofilo del tRNA che porta 
l’aminoacido successivo, impedendo quindi la formazione 
del nuovo legame peptidico. Quello che avviene può 
essere definito “skip” del ribosoma, in quanto la 
traduzione passa da un codone al successivo senza che 
si formi un legame peptidico (Donnelly et al., A 2001). 
La funzionalità di questa sequenza viene mantenuta 
anche se usata in poliproteine ricombinanti in sistemi di 
traduzione in vitro e in vivo, motivo per cui il peptide 2A è 
stato utilizzato per diverse applicazioni biotecnologiche, 
tra cui il clonaggio di anticorpi monoclonali utilizzando 
un’unica cornice di lettura nella quale le catene pesanti e 
leggere venivano separate dalla sequenza 2A, e la 
produzione di citochine in un unico polipeptide (Chaplin 
et al., 1999) 
 
 
Per procedere con il clonaggio del vettore finale pDUO, è stato necessario dunque apportare ulteriori 
modifiche al vettore anti-CD55 pHygro CH2CH3 human Y407T, in modo tale che questo vettore potesse 
poi ricevere tramite clonaggio il minibody anti-CD20 T366Y. Queste modifiche hanno comportato 
l’introduzione del sito consenso per il taglio mediato dalla furina (RAKR) e della sequenza 2A ed anche 
l’introduzione della leader sequence del Rituximab e del sito di restrizione per l’enzima BsiWI. Il sito di 
restrizione per l’enzima HindIII è stato mantenuto poiché il minibody con la mutazione T366Y è stato in 
seguito clonato all’interno di questo vettore come frammento tagliato BsiWI-HindIII. 
Tali modifiche sono state effettuate mediante 3 cicli di amplificazione successivi come schematicamente 




Figura 22. Schema delle modifiche del vettore anti-CD55 per l’inserimento del sito di taglio della furina, del peptide 2A e  del 
leader del Rituximab. 
Minibody antiCD55  Y407T 
NheI 
NheI-Hum-Sense Leader rev-1 
Leader rev-2 
Leader rev-3 
Leader     VL   VH    L          CH2     SV5       CH3     H  
HindIII 
Leader     VL   VH          CH2     SV5       CH3  
NheI 
BsiWI      AgeI 
HindIII 
  RAKR    2A    Leader   L       H  
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Minibody anti-CD55 Y407T Minibody anti-CD20 T366Y 
 Leader         VL        L          VH       H        CH2          CH3       SV5Fur   2A   Leader       VL          L          VH       H      CH2             CH3     6His 
 
NheI NheI XbaI BsshII AgeI BsiWI BsrGI 
           
HindIII 
Mediante taglio con gli enzimi di restrizione NheI-HindIII è stato innanzitutto prodotto un frammento di 
circa 900 paia di basi contenente tutte le modifiche necessarie che è stato clonato all’interno del vettore 
anti-CD55 pHygro CH2CH3 human Y407T con estremità compatibili. Il prodotto della reazione di ligasi è 
stato utilizzato per trasformare batteri competenti e le colonie ottenute sono state controllate mediante 
PCR e DNA fingerprinting. Il plasmide è stato quindi estratto dai cloni batterici risultati positivi a questi 
controlli. Successivamente il vettore è stato usato per il clonaggio del secondo minibody, un frammento 
di circa 1600 paia di basi, tagliato con gli enzimi BsiWI-HindIII. Il vettore finale pDUO che è stato 
generato mediante taglio BsiWI-HindIII dei due costrutti, successiva ligazione, trasformazione e che è 
stato controllato mediante PCR e sequenziamento è schematicamente rappresentato in Figura 23. 
Figura 23. Schema del costrutto pDUO. 
 
Il vettore pDUO finale è stato dunque trasfettato in cellule CHO-s ed il sopranatante cellulare è stato 
analizzato mediante saggio ELISA e Western Blotting atti a verificare l’effettiva espressione e la corretta 
eterodimerizzazione del minibody bispecifico. In questo modo è stato inoltre verificato il corretto 
funzionamento del peptide 2A e soprattutto che la sua presenza non comportasse eventuale ostacolo 
alla produzione dei minibody.  
Come negli ELISA eseguiti per saggiare i minibody singoli, anche in questi esperimenti sono stati 
utilizzati l’anticorpo contro la regione Fc umana e gli anticorpi contro i tag SV5 e 6His per verificare la 
produzione degli anticorpi e la presenza dei rispettivi tag, che testimoniano la produzione di molecole 
complete. Inoltre è stato eseguito il test ELISA con il coating di anticorpi anti-6His e il rilevamento 
mediante anti-SV5 per verificare la sua bispecificità. Il minibody derivato dal vettore pDUO ha mostrato 
di avere un buon riconoscimento sia da parte dell’anticorpo anti-SV5 che dell’anticorpo anti-6His, e ha 
confermato l’effettiva compresenza delle due diverse specificità. Poiché i risultati hanno inoltre rivelato 
buoni livelli di produzione abbiamo cercato di isolare alcuni cloni cellulari ad alto livello di produzione. 
Abbiamo perciò deciso di trasfettare una piastra petri in cui abbiamo mantenuto le CHO-s in adesione. 
Questo è stato possibile utilizzando il terreno di coltura RPMI 1640 addizionato del 10% di FCS (Fetal 
Calf Serum) e di L-glutammina 2mM, anziché lo specifico terreno di coltura Pro-CHO che conferisce 
loro la caratteristica fenotipica di cellule in sospensione. Abbiamo quindi operato una selezione con 
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igromicina nelle stesse condizioni precedenti e in circa 15 giorni abbiamo potuto rilevare la presenza di 
diversi e isolati cloni cellulari in adesione. Abbiamo perciò trasferito 6 di questi cloni in pozzetti dal 
diametro di 4 cm e quando le cellule hanno raggiunto la confluenza abbiamo controllato, mediante dei 
saggi ELISA come i precedenti e mediante dei Western Blot quale di questi cloni fosse caratterizzato 
dal più alto livello di produzione, oltre che ovviamente dalla presenza di entrambe le specificità. 
Abbiamo perciò portato avanti questo clone per gli esperimenti seguenti e abbiamo riportato le cellule 
trasfettate alle normali condizioni di crescita in sospensione, cosa che tra le altre ci garantisce di avere 
una resa di crescita maggiore e di ottenere sovranatanti di coltura più ricchi di minibody. 
In Figura 24 vengono rappresentati i risultati relativi ai test ELISA del clone che ha dimostrato di avere il 
più alto livello di produzione. 
 
Figura 24. Valori di O.D. 405 nm ottenuti in ELISA del sovranatante di coltura derivato dalla trasfezione con il vettore pDuo 
contenente il costrutto anti-CD55 Y407T / anti-CD20 pHygro T366Y, rivelato con anticorpo anti-SV5, con anti-6His e con 
anti-human. Tutti i sopranatanti in assenza di siero sono stati diluiti 1:10 in tampone bicarbonato e utilizzati in coating per i 
test ELISA. Come controllo negativo è stato usato un sopranatante prelevato da cellule CHO-s non trasfettate. 
 
La specificità di legame di questo sovranatante è stata di nuovo controllata eseguendo delle 
citofluorimerie su cellule BJAB e dei test Elisa su cellule IGROV1. I risultati sono stati buoni perciò dopo 
aver verificato la bispecificità e la capacità di legame dei costrutti prodotti dalle cellule abbiamo 
successivamente deciso di effettuare una purificazione preliminare dei sopranatanti di coltura mediante 
una cromatografia di affinità in colonna con proteina A (HiTrap rProtein A FF, GE Healthcare) per avere 
alte concentrazioni della molecola di nostro interesse. La proteina A è una proteina derivata da un 




















RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
183
regioni sono 5 e il legame è a diversa affinità a seconda della specie d’origine e della sottoclasse; per le 
IgG1 e IgG2 la colonna che abbiamo usato ha un’affinità molto alta e permette dunque di legare il 
minibody presente nel sovranatante di coltura attraverso l’Fc. Brevemente, nella colonna viene 
dapprima introdotto un tampone sodio fosfato 20 mM a pH7, successivamente alla velocità di 1ml/min 
attraverso una pompa peristaltica viene fatto passare il sovranatante di coltura. Al termine del suo 
passaggio, per provocare il distacco degli anticorpi legati si utilizza un tampone sodio citrato 0.1M a 
pH3 e, sfruttando un lettore a UV alla lunghezza d’onda di 280 nm, si procede con la raccolta delle 
frazioni di eluizione a cui corrisponde la concentrazione maggiore di proteine. Le aliquote vengono 
immediatamente riportate ad un pH neutro grazie all’aggiunta di un tampone Tris-HCl 1M a pH9 1:4 per 
evitare che le condizioni di eluizione particolarmente acide possano compromettere l’attività degli 
anticorpi. Al termine segue una dialisi verso dPBS per circa 12 ore a 4°C quindi le frazioni vengono 
testate singolarmente per verificare la presenza e la funzionalità degli anticorpi purificati. 
Un preliminare dato sul funzionamento del processo di purificazione è stato ottenuto mediante 
successivo test ELISA delle frazioni eluite dalla colonna cromatografica, utilizzate per il coating e 
confrontate sia con un campione del  sopranatante di coltura non purificato che con un campione del 
sovranatante dopo la purificazione. Per la rivelazione anche in questo caso è stato utilizzato l’anticorpo 
anti-human AP, seguito dal substrato PNPP. Il minibody bispecifico prodotto dal vettore pDUO risulta 
praticamente assente nel raccolto dopo la purificazione, con una lettura di O.D.405nm  pari a 0,190, 
mentre la frazione eluita più ricca di minibody dà dei valori di O.D.405nm  pari a 3,650, nettamente 
superiore rispetto al sovranatante di partenza che ha dei valori di O.D.405nm  pari a 0,290. Questi dati 
dimostrano l’effettivo legame del minibody alla colonna e perciò la buona riuscita della metodica di 
purificazione. Per controllare che il minibody mantenesse inalterate la propria bispecificità e le qualità di 
legame in seguito abbiamo anche eseguito dei test ELISA che ci hanno permesso di verificare, come 
illustrato in precedenza, la presenza di entrambi i tag e delle analisi citofluorimetriche sulle cellule BJAB 
che ci hanno permesso di verificare che gli anticorpi purificati mantengono inalterate le loro 
caratteristiche antigeniche, ovvero riconoscono e si legano ancora agli antigeni espressi sulla superficie 
delle cellule BJAB, auspicabilmente sia al CD20 altamente espresso, ma anche al CD55 meno 
espresso. In ogni caso come risulta illustrato in Figura 25 il minibody viene riconosciuto sia 
























Figura 25. Legame del minibody bispecifico anti-CD55 Y407T/anti-CD20 T366Y . Bjab sono state analizzate al 
citofluorimetro per verificare il legame della molecola anticorpale bispecifica. Come anticorpo secondario è stato utilizzato 
l’anti-human-FITC in A e l’anti-SV5 seguito da anti-mouse FITC in B. Come controllo le cellule sono state incubate con un 
anticorpo non correlato e con gli stessi anticorpi secondari. 
 
Abbiamo in seguito proseguito lo studio della nostra molecola mettendo a punto un esperimento che ci 
permettesse di iniziare a valutare la funzionalità di questo anticorpo, perciò abbiamo iniziato ad 
indagare la capacità di attivare la CDC sulla stessa linea di linfoma di Burkitt che abbiamo utilizzato nei 
precedenti esperimenti di caratterizzazione. Ci è da subito interessato indagare questo meccanismo 
d’azione poiché grazie anche al legame della mCRP CD55 ci aspettavamo di riscontrare dei livelli 
apprezzabili di lisi cellulare dovuta all’attivazione della cascata complementare. Il primo problema che 
abbiamo cercato di affrontare è stato quello di compiere una quantificazione del minibody bispecifico 
nelle nostre mani per verificare se ci potesse essere un incremento dose-dipendente dell’effetto 
citotossico, pertanto abbiamo eseguito una quantificazione spettrofotometrica alla lunghezza d’onda di     
280 nm della nostra purificazione ed i risultati che abbiamo ottenuto ci hanno permesso di determinare 
una concentrazione pari a 40 µg/ml. 
Abbiamo così effettuato il test di citotossicità mediata da complemento sulle cellule BJAB, i dettagli 



































Figura 26. CDC di cellule di linfoma BJAB indotta dal minibody bispecifico anti-CD55 Y407T/anti-CD20 T366Y. BJAB 
(2x105/100µl) sono state incubate con tre diverse concentrazioni di minibody bispecifico (10µg/ml; 20µg/ml 40µg/ml), con del 
sovranatante di coltura intero di CHO-s trasfettate con il solo minibody anti-CD20 T366Y, con Rituximab (10µg/ml) e con una 
associazione (10µg/ml+10µg/ml) di Rituximab e BRIC216, un anticorpo murino commerciale bloccante il CD55, per 10 min a 
37°C prima dell’aggiunta di NHS (25%) come fonte di complemento. La vitalità delle cellule residue è stata misurata dopo 1h 
a 37°C usando il saggio di vitalità con MTT, che prevede un’incubazione di 4 h a 37°C in agitazione con il MetilTiazol 
Tetrazoliobromide ad una concentrazione di 0,5 mg/ml. Segue una lettura spettrofotometrica alla lunghezza d’onda di 540 
nm che permette di calcolare la quantità di cellule vitali e quella di cellule lisate in percentuale.  
 
Come vediamo dai risultati la CDC indotta dal nostro minibody bispecifico è minore rispetto a quella 
indotta da Rituximab e dall’associazione di quest’ultimo con BRIC 216, ma questo dato risulta 
ragionevole se pensiamo che entrambi questi anticorpi posseggono 2 Fab ad altissima affinità per il 
rispettivo antigene. Un dato che invece non ci aspettavamo è dato dall’importante percentuale di killing 
ottenuta dal sovranatante di coltura delle CHO-s trasfettate con il singolo minibody anti-CD20 T366Y, un 
sovranatante di coltura che al successivo Western Blot di controllo si è rivelato particolarmente ricco di 
minibody. In ogni caso abbiamo potuto riscontrare un effetto di CDC dose-dipendente perciò per 
incrementare la quantità di minibody bispecifico prodotto abbiamo deciso di allestire un sistema di 
coltura in piastra a doppia camera (CELLine™ Device) che ci permettesse, da un lato di aumentare, 
appunto, la quantità di minibody bispecifico prodotto, e dall’altro di affrontare il problema della 
quantificazione del materiale purificato. Questo sistema è costituito da due camere sovrapposte 
separate da una membrana: sulla camera inferiore si mantiene la coltura cellulare che può arrivare a 
centinaia di milioni di cellule, mentre quella superiore funge da serbatoio di medium di coltura. Il 
sovranatante ottenuto dalla camera di coltura, dato l’elevato numero di cellule, è particolarmente ricco 
della molecola prodotta e rilasciata nel sovranatante. Per valutare le ottimali condizioni di crescita 
abbiamo innanzitutto effettuato degli esperimenti preliminari per stabilire quale fosse il livello massimo di 
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anticorpale integra. Abbiamo perciò eseguito dei prelievi giornalieri di sovranatante dalla 72a alla 168a 
ora di coltura e abbiamo stabilito che la maggior quantità di minibody prodotto e non degradato la si 
otteneva tra la 96a e la 120a ora di coltura, cui corrisponde una confluenza cellulare dell’80% circa. 
Abbiamo pertanto effettuato dei prelievi successivi di sovranatante di coltura al tempo indicato, che 
abbiamo utilizzato per delle nuove purificazioni in colonna cromatografica. Di tutti i sovranatanti utilizzati 
è stata preventivamente controllata la presenza del minibody e della doppia specificità, così come di 
tutte le frazioni eluite dalla colonna cromatografica sono state confermate la conservazione della forma 
eterodimerica e la capacità di legame ai rispettivi antigeni CD20 e CD55. 
I risultati che abbiamo ottenuto da questa tecnica sono stati molto incoraggianti per quanto riguarda 
l’aumento di produzione della molecola oggetto del nostro studio, tuttavia hanno fatto emergere 
l’importanza di perfezionare la tecnica di purificazione. Abbiamo infatti riscontrato, in seguito alla 
purificazione, la formazione di numerosi agglomerati e precipitati macromolecolari, visibili anche ad 
occhio nudo,  che invalidano la successiva quantificazione spettrofotometrica. Anche confrontando 
mediante corsa elettroforetica in gel di poliacrilammide e successivo Western Blot i campioni neo-
purificati con campioni di quantità nota, la quantificazione risulta difficile e, comunque, non ci permette 













Figura 27. Western Blot. Quantità crescenti delle frazioni di eluizione 1 e 2 (le più ricche di minibody bispecifico) ottenute in 
seguito ad una delle purificazioni con proteina A sono state caricate (0,01µl; 0,01 µl e 1 µl)) in gel di SDS-poliacrilammide al 
10% in condizioni non denaturanti e riducenti. Dopo la corsa elettroforetica è seguito il Western Blot su membrana di 
nitrocellulosa. Il rivelamento è stato effettuato con anticorpo anti-human-AP e successiva aggiungta dei substrati BCIP-NBT. 
Come controllo positivo è stato utilizzata un anticorpo a concentrazione nota. 
 
Come vediamo dalla Figura 27, la corsa elettroforetica delle frazioni eluite non risulta molto chiara 
poichè, quantità molto piccole, come 0,01 µl (line 1 e line 4) non permettono di rivelare il materiale, al 
contrario quantità maggiori come 0,1 µl e 1 µl denotano la presenza di quantità di minibody bispecifico 
molto abbondanti e le bande che si formano risultano essere troppo estese per essere quantificate 
mediante il confronto con una quantità di molecola anticorpale nota (0,5 µg) che è stata caricata nella 
0,5 µg 0,01  0,1 1 
Eluito 2 (µl) 
0,01  0,1 1 




Anticorpo   
[ ] nota 
   1    2    3     4      5     6     7 
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line 7. Le bande sviluppate all’altezza di circa 60 KDa corrispondono a molecole di minibody non 
dimerizzate.  
Oltre a questo problema di quantificazione bisogna sottolineare che è altresì possibile che i minibody 
bispecifici, presenti in questi agglomerati, possano essere andati incontro ad una parziale 
denaturazione o possano non essere più funzionali, per cui i risultati quantitativi, per essere del tutto 
veritieri e affidabili, dovrebbero essere corretti alla luce di questo dato qualitativo. Ottenere una effettiva 
quantificazione del materiale prodotto rimane perciò il nostro prossimo obiettivo.  
Il primo passo per risolvere questo problema è determinare se sia opportuno ottenere sovranatanti di 
coltura meno ricchi del minibody bispecifico, oppure ridurre la quantità di materiale utilizzato in ogni 
purificazione per distinguere se sia nella fase di produzione o in quella di purificazione che si assiste in 
maggior misura alla formazione degli agglomerati. Successivamente bisogna mettere a punto una 
metodica che permetta di “sciogliere” gli agglomerati proteici, qualora rimangano in una fase successiva 
alla purificazione, senza però compromettere le caratteristiche strutturali e funzionali della molecola di 
nostro interesse. 
Pur riconoscendo il peso di questo limite riguardante l’effettiva quantificazione della nostra molecola, 
utilizzando il materiale raccolto dalla migliore delle purificazioni eseguite, sia in termini di quantità, ma 
soprattutto di qualità del minibody ottenuto, abbiamo cercato di avere un dato preliminare derivato 
dall’utilizzo del nostro bispecifico anti-CD55 Y407T/anti-CD20 T366Y in un modello in vivo di linfoma di 
Burkitt in topi SCID. Abbiamo perciò deciso di compiere un’iniziale analisi di biodistribuzione in vivo del 
bispecifico sfruttando la tecnica di Optical Imaging e lo stesso modello che era stato utilizzato nel nostro 
laboratorio per il precedente studio dei punti III e IV dei Risultati e Discussione di questa tesi. In breve 
sono nuovamente state utilizzate femmine di 4-6 settimane di topo SCID acquistate presso i laboratori 
della Charles River e mantenute in condizioni di sterilità presso il nostro stabulario. La linea di cellule 
linfoblastoidi umane BJAB è stata espansa in vitro, quindi 2 x 106 cellule/topo sono state impiantate 
intraperitonealmente (i.p.) nel fianco destro degli SCID. Tutte le procedure sperimentali sono state 
eseguite in accordo con le linee guida della legislazione Europea (86/609/EEC) ed Italiana (D.L. 116/92) 
e sono state approvate dal Ministero Italiano dell’Università e della Ricerca. Il minibody bispecifico è 
stato marcato seguendo la stessa metodica utilizzata per Rituximab e descritta nel lavoro pubblicato  
nella rivista Molecular Imaging (Biffi et al., 2008). Anche la sonda che abbiamo deciso di utilizzare è la 
stessa: l’estere N-idrossisuccinimmide  della cianina 5.5 (FluorolinkTM Cy5.5 Monofunctional Dye 5-
pack). Dopo 20-25 giorni, in corrispondenza dello svilupparsi di una massa tumorale intraperitoneale, 
chiara testimonianza dell’attecchimento del tumore, abbiamo somministrato tramite un’iniezione i.p. una 
quantità di minibody anti-CD55 Y407T/anti-CD20 T366Y pari a 100 µg/topo in tre diversi topi.  
Abbiamo effettuato anche in questo caso delle acquisizioni giornaliere monitorando, grazie al Pre-
clinical optical imaging system eXplore Optix descritto nel lavoro sopra menzionato, sia la zona 
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corrispondente all’inoculo che quella corrispondente alla massa tumorale come rappresentato in Figura 
28. 
 
                                                                                                                                                       A 
                                                                                                                                   B 
Figura 28. Attraverso l’utilizzo di uno small-animal time-domain eXplore OptixTM* imager, che sfrutta un diodo con un raggio 
laser pulsato ad una lunghezza d’onda di eccitazione di 670 nm e ad una di emissione di 700 nm ed uno specifico 
programma di rielaborazione e normalizzazione dei dati vengono presentate le acquisizioni giornaliere effettuate su un topo 
SCID che ha ricevuto attraverso una iniezione i.p. 100 µg di minibody bispecifico anti-CD55 Y407T/anti-CD20 T366Y 
coniugato alla sonda Cy5.5  (corrispondente a 1 nmol di Cy5.5). Le immagini bidimensionali sono state ricostruite sulla base 
di una funzione che rielabora l’intensità di fluorescenza. Come vediamo nella legenda cromatica riportata a lato il colore 
rosso rappresenta l’intensità di fluorescenza maggiore, cui si associa anche una maggiore quantità di molecola marcata. In A 
le acquisizioni sono state fatte total body; in B il campo di indagine è stato ristretto alla zona interessata dalla massa 
tumorale. Il topo è stato preventivamente anestetizzato usando una miscela di zolazepam e xylazina (3.2 µl/grammo di peso 
corporeo) in iniezione intramuscolo, quindi è stato rasato nella zona addominale prima di essere sottoposto all’acquisizione.  
Per 10 giorni prima dell’inizio delle acquisizioni inoltre questo topo è stato mantenuto ad un regime alimentare speciale 
costituito da cibo privo di elementi che possono dare una fluorescenza di base. 
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Come possiamo vedere da questa piccola indagine di distribuzione e farmacocinetica la zona 
corrispondente al punto di inoculo dopo la prima giornata non è più molto visibile, al contrario a partire 
dalla 24a ora e crescendo sino alla 72a ora la zona tumorale sembra essere progressivamente raggiunta 
dal minibody bispecifico.  













Figura 29. Analisi ex-vivo sugli organi dopo l’espianto attraverso l’utilizzo dello small-animal time-domain eXplore OptixTM* 
imager, Nella parte superiore della figura vengono riportate le acquisizioni bidimensionali effettuate direttamente sugli organi, 
dopo lavaggio in dPBS in seguito all’espianto. Nella parte inferiore viene invece riportato un grafico con una quantificazione 
numerica della fluorescenza, basata sulla media delle conte di intensità di fluorescenza normalizzate e integrate secondo i 
parametri specifici dello strumento. 
 
Abbiamo effettuato l’analisi su fegato, cuore, milza perché dalla letteratura e dagli esperimenti in vivo 
effettuati in precedenza abbiamo visto che questi sono gli organi maggiormente coinvolti dalla 
disseminazione neoplastica della linea linfomatosa BJAB. Purtroppo non siamo riusciti in questo 
espianto a recuperare i linfonodi ed il midollo. I polmoni come atteso non dimostrano concentrazioni 
rilevabili della molecola, al contrario i reni presentano una concentrazione molto alta di minibody 
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bispecifico. Probabilmente anche questi organi sono stati raggiunti dalla neoplasia (possibilità 
evidenziata anche nella caratterizzazione del modello), oppure questo è indice di una fase di escrezione 
renale. 
Per eseguire una sorta di confronto con una molecola nota, nonostante le caratteristiche strutturali e di 
affinità siano diverse, abbiamo preso in considerazione la biodistribuzione precedentemente studiata 
dell’anticorpo commerciale Rituximab. Come vediamo in Figura 30 l’andamento della fluorescenza in 










Figura 30.  Rappresentazione delle variazioni dell’intensità di fluorescenza nel tumore in funzione del tempo, per il minibody 
bispecifico anti-CD55 Y407T/anti-CD20 T366Y in rosso e per  Rituximab in blu.  
 
Utilizzando uno degli altri animali in cui era stato iniettato il minibody bispecifico anti-CD55 Y407T/anti-
CD20 T366Y coniugato alla sonda Cy5.5 abbiamo proseguito le acquisizioni per un tempo più lungo, 
fino a quasi 20 giorni. I dati raccolti vengono presentati in Figura 31, in cui viene nuovamente 
rappresentato l’andamento dell’intensità di fluorescenza e, quindi, anche della concentrazione di 
minibody legato alla zona tumorale, in funzione del tempo. Il picco di intensità, come vediamo, viene 











Figura 31. Rappresentazione delle variazioni dell’intensità di fluorescenza nel tumore in funzione del tempo, per il minibody 
bispecifico anti-CD55 Y407T/anti-CD20 T366Y in verde. 
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Nell’ultima fase di lavoro, infine, abbiamo deciso di usare il minibody per compiere anche un preliminare 
studio di efficacia terapeutica nel nostro modello murino e abbiamo adottato uno schema di trattamento 
simile a quello adottato per Rituximab come illustrato di seguito, mentre la dose che abbiamo scelto è 
stata la stessa già sperimentata nelle analisi di biodistribuzione in vivo ma somministrata in due dosi. Lo 













50 µg/topo/die i.p. 4°-11° 2 
Rituximab 12,5 µg/topo/die i.p. 4°-11° 2 
 
Tabella 5. Schema di trattamento adottato per il ciclo di esperimenti con minibody bispecifico anti-CD55 Y407T/anti-
CD20 T366Y, Rituximab.  
 
*  Il conto dei giorni inizia a partire dal giorno di inoculo del graft tumorale che è il giorno 1. 
 
Nuovamente i risultati ottenuti al termine della sperimentazione sono riportati in Figura 32. 
 
 
Figura 32 . Curve di sopravvivenze dei topi SCID inoculati i.p. con 2x106 cellule BJAB, trattati con minibody 
bispecifico anti-CD55 Y407T/anti-CD20 T366Y 50µg/topo/die  e Rituximab 12,5µg/topo/die.  
Le differenze di sopravvivenza tra i gruppi trattati sono state analizzate utilizzando la curva di Kaplan-Meier (SPSS 11.0, 
Software Windows 2000). I p value sono stati calcolati utilizzando il log-rank test ed il test di Fischer. Le differenze sono state 
considerate significative per p value <0.01 anti-CD55 Y407T/anti-CD20 T366Y vs controlli; p value <0.005 Rituximab vs 
controlli, mentre anti-CD55 Y407T/anti-CD20 T366Y vs rituximab non incrementa significativamente la sopravvivenza. 
Nel gruppo di controllo, rappresentato in nero, gli animali non hanno ricevuto alcun trattamento. 
 
Come vediamo dal grafico delle curve di sopravvivenza anche gli animali che hanno ricevuto il minibody 
bispecifico anti-CD55 Y407T/anti-CD20 T366Y, oltre a quelli che hanno ricevuto Rituximab come atteso, 























Rituximab 12,5 µg/topo 
antiCD55 Y407T/ 
antiCD20 T366Y 50 µg 
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hanno avuto un significativo aumento della sopravvivenza, con una media di 57 giorni, rispetto a quelli 
che non hanno ricevuto alcun tipo di trattamento, la cui sopravvivenza media è di 47,5 giorni.  
In futuro ci proponiamo di ripetere questo studio incrementando il numero di animali inclusi in ogni 
gruppo poiché in questo ciclo di esperimenti, il gruppo che ha ricevuto il minibody bispecifico per cause 
indipendenti dall’esperimento in corso è stato particolarmente esiguo, costituito soltanto da 4 animali. 
In ogni caso questo primo dato ci ha potuto confermare la potenziale efficacia terapeutica della 
molecola che abbiamo creato; vaglieremo nuovamente questo schema di trattamento con la stessa 
quantità di anticorpo ed eventualmente una maggiore, per verificare l’esistenza di un effetto dose-
dipendente.  Inoltre, ci proponiamo di indagare tramite delle analisi immunoistochimiche i meccanismi 
d’azione attraverso i quali il minibody bispecifico esplica il proprio effetto citotossico. Valuteremo 
pertanto su sezioni delle masse tumorali prelevate da animali sacrificati, fissate e conservate in 
blocchetti paraffinati la presenza di depositi complementari, in particolare di C3 e di C9 per 
documentare se, oltre ad esserci un’attivazione complementare, la cascata del complemento sia in 
grado di proseguire sino al deposito di C9 e quindi alla formazione del MAC. 
Valuteremo poi anche la presenza di effettori cellulari quali i macrofagi (valutazione del CD68) e le 
cellule natural killer (valutazione del CD56) sulle masse tumorali in corrispondenza di aree necrotiche, 






I progressi scientifici verificatisi nel corso degli ultimi decenni in ambito immunologico e biotecnologico 
hanno consentito l’acquisizione di nuove potenzialità terapeutiche, rappresentate dall’uso farmacologico 
degli anticorpi monoclonali, con principale campo applicativo nelle malattie oncoematologiche. 
Attualmente, infatti, gli anticorpi monoclonali vengono largamente impiegati per l’immunoterapia delle 
malattie tumorali, anche in virtù delle conoscenze immunologiche più approfondite, riguardanti le 
proprietà immunofenotipiche delle cellule neoplastiche e gli specifici meccanismi d’azione di tali 
anticorpi monoclonali osservabili in vitro ed in vivo. Ed è ormai chiaro che diversi meccanismi di morte 
cellulare, inclusa ADCC, CDC, apoptosi, ma anche fenomeni di necrosi ed autofagocitosi giocano un 
ruolo essenziale negli effetti antitumorali del trattamento con farmaci antineoplastici. 
Per alcuni tipi di patologie, ad esempio, come abbiamo visto per il mieloma multiplo, molto rimane 
ancora da fare per introdurre in clinica un anticorpo monoclonale terapeutico, ma l’ identificazione di un 
antigene tumorale (AT) rappresenta un buon passo avanti per lo sviluppo di un protocollo 
immunoterapeutico di successo che preveda l’impiego di anticorpi specifici. La gamma di molecole che 
possono essere considerate buoni potenziali AT è cresciuta molto negli ultimi anni e oggi è chiaro che il 
pattern di espressione tissutale e temporale gioca un ruolo determinante. Come abbiamo visto è infatti 
auspicabile che questo antigene sia espresso selettivamente e costantemente dalle cellule tumorali, se 
è espresso anche sulle cellule normali da cui il tumore è originato, che il suo livello di espressione sia 
maggiore, che differisca per ben determinate mutazioni dalla proteina self wild-type. E’ inoltre 
importante che l’AT sia extracellulare per essere raggiunto dagli anticorpi e che sia espresso anche 
sulle cellule metastatiche poiché, mentre la massa tumorale primaria è molto spesso rimossa 
chirurgicamente, l’immunoterapia viene correntemente usata per prevenire la crescita delle metastasi e 
le recidive del tumore (Macor et al., 2007). Nel caso di tumori indotti da specifiche sostanze 
cancerogene o da infezioni virali gli AT sono di più immediata identificazione poiché sono costituiti da 
proteine generate da geni cellulari mutati o da proteine del virus espresse dalla cellula trasformata, ma 
se la patogenesi è sconosciuta, come succede nella maggior parte delle neoplasie, il riconoscimento di 
un AT che possa essere bersaglio di un anticorpo necessita di un opportuno metodo di isolamento ed 
identificazione (Finn, 2008). Un primo passo per la soluzione di questo problema è stato con l’avvento 
della tecnologia dell’ibridoma che ha consentito lo sviluppo di anticorpi monoclonali da topi 
precedentemente immunizzati con cellule tumorali umane, che sono serviti per l’identificazione e la 
caratterizzazione degli antigeni tumorali umani espressi su quelle stesse cellule usate per 
l’immunizzazione (Finn, 2008). Un diverso metodo che ha portato all’identificazione di molti AT, è stato 
anche la messa a punto di metodiche di co-coltura di cellule capaci di presentare l’antigene (Antigene 
Presenting Cell), come le cellule dendritiche, con linfociti T. La co-coltura di questi due tipi cellulari  può 




espongono nelle loro molecole MHC di classe I e II peptidi derivati da antigeni tumorali, l’interazione con 
i linfociti T porta all’espansione di una popolazione di cellule T tumore specifiche, i peptidi che hanno 
indotto questa espansione clonale possono essere sequenziati e condurre all’identificazione di 
particolari AT. Un diverso approccio all’individuazione di AT si basa invece sull’analisi della reattività 
immune di campioni di siero prelevati da pazienti affetti da particolari neoplasie con proteine estratte da 
cellule tumorali o isolate da librerie di espressione da cDNA di cellule tumorali (Finn, 2008). 
In ogni caso, come abbiamo detto precedentemente, in seguito all’identificazione di un determinato 
reperorio di antigeni presenti sulle cellule tumorali è di primaria importanza stabilire dei criteri per 
vagliare e selezionare quali fra questi possano essere utili per uno sviluppo clinico, possano cioè essere 
bersagli di anticorpi in grado di attivare meccanismi che portano all’eliminazione della cellula tumorale, o 
molecole che dimostrino di avere un’ampia applicabilità per lo sviluppo di vaccini contro specifici tumori 
o contro tipi diversi di tumori. 
Le neoplasie ematologiche si sono dimostrate bersagli più facili per l’immunoterapia basata sull’utilizzo 
di anticorpi monoclonali poiché, non solo la penetrazione tumorale risulta meno ostacolata 
dall’assenza di una massa vera e propria, fatta eccezione per importanti coinvolgimenti a livello 
linfonodale, ma anche perché l’efficacia terapeutica di questi farmaci può essere raggiunta con dosi 
inferiori rispetto a quelle previste per il trattamento di tumori solidi (Adams et al., 2005).    
Il sistema del complemento si sta ritagliando uno spazio sempre maggiore nella terapia dei tumori, in 
particolare da quando è stato introdotto in clinica l’uso degli anticorpi monoclonali. Il fatto che sia 
composto essenzialmente da proteine solubili nei liquidi biologici e che permetta l’eliminazione diretta 
delle cellule bersaglio ne hanno fatto un meccanismo d’azione ideale, anche se non ancora sfruttato a 
pieno. E’ a partire da questo concetto che in questi tre anni abbiamo cercato di migliorare un’attivazione 
complementare specifica sulle cellule tumorali e di sviluppare strategie che possano essere applicate in 
maniera sinergica a tutti gli anticorpi anti-tumorali che sono entrati o entreranno nel pratica clinica. 
Attraverso lo studio del MM abbiamo sperimentato che una strategia di successo è quella di bloccare gli 
inibitori di membrana del complemento CD46, CD55 e CD59 per rendere le cellule tumorali più sensibili 
all’azione litica del complemento. Anche nello studio seguente sul LNH e sulla LLC abbiamo visto che  
meritano attenzione in particolare gli inibitori di membrana CD55 e CD59. Entrambe queste molecole 
infatti sono legate alla superficie cellulare mediante una coda-GPI e questo porta alla loro 
concentrazione all’interno dei “lipid rafts”, ovvero a quelle zone della membrana in cui si trova anche 
l’antigene CD52 e in cui viene a posizionarsi l’antigene CD20 dopo essere stato legato dall’anticorpo 
monoclonale chimerico Rituximab, ovvero proprio dove si assiste all’attivazione del complemento. 
CD20 e CD52, che rappresentano più che altro marker di differenziazione per le cellule di LNH e di 
LLC, sono due antigeni associati al tumore fondamentali per l’immunoterapia di queste neoplasie e noi 




cellule tumorali eliminate anche associando l’azione di due anticorpi già utilizzati in clinica, Rituximab e 
Alemtuzumab, che riconoscono rispettivamente il CD20 ed il CD52, per ottenere un effetto sinergico. 
Abbiamo visto che è possibile potenziare la citolisi complemento mediata utilizzando un duplice 
bersaglio molecolare antigenico sulla superficie cellulare, cosa che comporta un’aggregazione 
immunoglobulinica maggiore e un incremento della densità di frammenti Fc anticorpali sufficienti a 
legare il componente complementare C1q. 
Rituximab, dopo l’introduzione in clinica, ha migliorato notevolmente il trattamento dei tumori onco-
ematologici, ed in particolare dei linfomi B Non-Hodgkin’s, soprattutto senza evidenziare grossi effetti 
collaterali. Poiché invece CD52 è un marker pan-linfocitario, la specificità d’azione di Alemtuzumab non 
è ideale e ciò comporta, oltre alla lisi delle cellule tumorali, anche quella di altre cellule quali linfociti T e 
cellule NK con conseguente rilascio delle loro componenti citoplasmatiche. Questo causa molti effetti 
collaterali a livello sistemico e non tutti i pazienti riescono a portare a termine il trattamento. Oltre 
all’incremento delle cellule eliminate, uno dei possibili vantaggi nell’utilizzo della miscela di Rituximab e 
Alemtuzumab potrebbe dunque essere quello di permettere la riduzione del dosaggio di Alemtuzumab 
e, probabilmente, anche dei suoi effetti collaterali. Rimane da dire però che soprattutto nel caso della 
LLC, come abbiamo visto nel nostro studio, non tutti i pazienti dimostrano di avere benefici 
dall’associazione.  
A questo proposito abbiamo sperimentato che i risultati raccolti da studi in vitro non sempre 
rispecchiano ciò che accade in vivo e spesso non tengono conto dell’eterogeneità di aspetti che 
caratterizza una determinata patologia. Per questi motivi dunque lo studio di un modello animale risulta 
determinante per avvalorare ogni dato ottenuto nel contesto fisiopatologico di un organismo vivente. 
Abbiamo pertanto cercato di allestire un modello murino di linfoma di Burkitt in topi SCID che ci è 
risultato adeguato a rilflettere l’evoluzione clinica del linfoma Non-Hodgkin e allo stesso tempo ha 
dimostrato le potenzialità per essere utilizzato nello studio di nuovi farmaci anti-tumorali, soprattutto se a 
questo fine si sceglie di avvalersi anche di tecnologie quali quella da noi sperimentata di Imaging ottico. 
Questo tipo di studio in vivo ha infatti dimostrato di avere ampia applicabilità nella ricerca oncologica e 
si è rivelato particolarmente promettente per studiare l’evoluzione biologica di un tumore, sia per quanto 
concerne la sua crescita e la metastatizzazione, sia per quanto concerne lo studio della risposta ad un 
farmaco, in termini di farmacocinetica dello stesso e dei suoi eventuali effetti terapeutici. 
Per indagare gli effetti terapeutici di un farmaco è inoltre essenziale capire quali siano i suoi meccanismi 
d’azione e come questi possano essere potenziati e, dove possibile, favoriti. Qualora il principale 
meccanismo d’azione si basi sul sistema del complemento come abbiamo visto sarà opportuno favorire 
questo sistema aumentandone l’attivazione e bloccando gli inibitori, ma non dobbiamo rinunciare ad 
indagare anche gli effetti risultanti dall’associazione di molecole capaci di attivare altri meccanismi 




Rituximab a molecole capaci di attivare meccanismi proapoptotici, con specifico riferimento al sistema 
mediato da TRAIL e dai suoi recettori nel nostro modello di linfoma di Burkitt. Ciò dimostra che è 
dunque necessario indagare a fondo nel microambiente tumorale i meccanismi molecolari attraverso i 
quali l’ampio repertorio di farmaci antineoplastici possono mediare la morte cellulare, anche interagendo 
tra loro all’interno della stessa cellula tumorale, allo scopo non solo di aumentare gli effetti 
dell’immunoterapia e della chemioterapia, ma anche di ridurre gli effetti collaterali.  
Infine merita in ogni caso sottolineare che il problema principale nell’immunoterapia dei tumori rimane 
quello del targeting. Per questo motivo negli anni, grazie all’ingegneria genetica, sono state messe a 
punto una serie di nuove tecnologie e strategie volte a migliorare le caratteristiche e gli effetti 
antitumorali degli anticorpi terapeutici per aumentarne l’affinità e le funzioni effettrici, ma allo stesso 
tempo inibire il legame a tessuti normali e facilitare la clearance sistemica degli anticorpi che non si 
sono legati; sono stati inoltre ampiamente descritti in letteratura i vantaggi dell’uso in terapia di anticorpi 
bispecifici. Il nostro studio sul minibody bispecifico infatti si inserisce proprio in questa ottica . Nel corso 
di questo Dottorato, abbiamo sviluppato un anticorpo bispecifico che porta da un lato la specificità del 
Rituximab e dall’altro la specificità per l’inibitore di membrana del complemento CD55.  
Questa molecola, costruita mediante un ampio lavoro di biologia molecolare, permette di combinare due 
azioni differenti: quella di riconoscimento specifico della cellula target e quella di potenziamento  delle  
funzioni effettrici. L’azione inibitoria esercitata sul CD55 dovrebbe infatti aumentare l’efficacia dell’azione 
del Rituximab, portando ad una più efficace attivazione del sistema del complemento. Abbiamo 
sperimentato una strategia innovativa per il clonaggio di questo anticorpo bispecifico, in formato 
minibody, nel quale i domini CH3 sono stati ingegnerizzati secondo la strategia del “knob into hole”. Ci 
rimane da documentare più approfonditamente le potenzialità terapeutiche in vivo di questa molecola.  
Concludendo, l’esperienza fatta in questi anni, la collaborazione con altri gruppi di ricerca e/o vicini alla 
clinica, hanno evidenziato come ci siano i mezzi per sfruttare adeguatamente l’immunoterapia dei 
tumori. Il bersaglio principale al momento lo si può individuare nella malattia residua agli attuali standard 
terapeutici  e non nelle masse tumorali, la cui eliminazione rimane a carico della chirurgia. Purtroppo 
però non sono ancora stati individuati degli antigeni associati a molti tipi di tumore e molto lavoro 
richiede anche la caratterizzazione della presenza di tutti i componenti complementari e dei diversi 
meccanismi effettori nel microambiente in cui si sviluppa il tumore o in cui si localizzano le sue 
metastasi. Tuttavia la conoscenza accurata dei meccanismi di funzionamento delle molecole utilizzate 
in clinica e delle modalità per ottenere un potenziamento della loro efficacia terapeutica potrebbe essere 
una strategia per vincere vari meccanismi di farmacoresistenza e rimane quindi l’endpoint principale 
della ricerca in campo oncologico. Oltre a ciò stanno acquisendo sempre maggior importanza le 
tecnologie di coniugazione per la formulazione degli immunoconiugati e le strategie per realizzare 




in determinate condizioni neoplastiche, cosa che nel futuro, grazie all’identificazione di nuovi target 
funzionali o di nuovi epitopi su target già noti, potrebbe aumentare di molto lo spettro di neoplasie  
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